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CAPITULO 1 
 
Introducción general 
 1. Sustancia pécticas y enzimas pectolíticas 
1.1. Polisacáridos de la pared celular 
 
 La pectina es uno de los polisacáridos constituyentes de la pared celular de plantas 
superiores. Además de pectina, la pared posee celulosa, xiloglucanos, xilanos, 
arabinoxilanos, arabinanos, arabinogalactanos, galactanos, glucanos, glicoproteínas, 
(galacto)-glucomananos y lignina 1, 2, 3, 4, 5. Estos polisacáridos, en conjunto, son los 
compuestos orgánicos encontrados en mayor cantidad en la naturaleza.  
 Están comprendidos en tres grupos principales: celulosa, hemicelulosa y pectina.  
 La celulosa constituye la fracción mayor en la pared celular en conjunto y consta de 
cadenas lineales (no ramificadas) de glucosa en uniones b  1-4. Las cadenas de celulosa 
están ordenadas en fibras y son las responsables de mantener la rigidez de la pared celular. 
 La hemicelulosa es un grupo más heterogéneo de polisacáridos y como tal, es el 
segundo en cantidad. Los componentes principales de la hemicelulosa varían dependiendo 
del tipo de vegetal al que pertenezcan. En cereales y madera duras el componente 
mayoritario es el xilano, el cual está compuesto de un esqueleto de xilosas unidas en enlace 
b  1-4 que puede estar substituido con diferentes grupos laterales tales como L-arabinosa, D-
galactosa, acetilos y residuos de ácido glucurónico 6. En maderas más blandas y también en 
algunas duras se encuentra una segunda estructura de hemicelulosas compuestas por 
(galacto)-glucomananos los que están formados por un esqueleto de glucosas y manosas 
unidas por enlaces b-1-4 y contienen residuos laterales de galactosa 7. 
 El tercer grupo de polisacáridos de la pared celular es la pectina la cual esta formada 
por un esqueleto de residuos de ácido galacturónico (GALA) unidos en enlaces a-1-4. La 
cadena de poligalacturónico (PGA) está interrumpida por residuos de ramnosa unidos por 
enlaces a-1-2. Estos residuos de ramnosa suelen tener unidas largas cadenas laterales de L-
arabinosa y D-galactosa. En algunas pectinas (provenientes de remolacha y manzana) las 
cadenas laterales suelen terminar en ácido ferúlico unido al O-5 de la arabinosa o al O-2 de 
la galactosa. 
 
1.2 Sustancias pécticas. 
1.2.1. Nomenclatura y composición. 
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 Históricamente, la nomenclatura de la pectina y sustancias pécticas ha sido muy 
confusa debido a la gran cantidad de nombres dados a las diferentes formas encontradas de 
las mismas dependiendo del modo por el cual hubieran sido producidas. 
 Se utiliza generalmente el término “sustancias pécticas” como una denominación de 
grupo para los polisacáridos complejos provenientes de tejidos vegetales y que contienen en 
su composición química una gran proporción de unidades de ácido galacturónico formando 
cadenas. Los grupos carboxilos pueden estar parcialmente esterificados con metanol y 
parcial o completamente neutralizados por una o más bases. El término abarca a los ésteres 
de metoxilos (la pectina), las cadenas no metoxiladas (los ácidos pécticos) y las sales (los 
pectatos) junto con ciertos polisacáridos neutros (arabinanos, arabinogalactanos y 
galactanos) que no poseen el esqueleto de poligalacturonano y que están normalmente 
asociados a la pectina. 
Protopectina: (PP) se utiliza para denominar a la sustancia péctica insoluble en agua 
presente en tejidos vegetales que origina pectina o pectatos solubles por depolimerización 
parcial. No puede ser extraída del tejido vegetal por métodos no degradativos. 
Pectina HM y pectina LM  son términos utilizados para pectinas comerciales de alto y bajo 
contenido de metoxilos utilizadas como agentes gelificantes 8. 
 Las pectinas son heteropolisacáridos complejos que contienen dos regiones definidas 
9. 
 Regiones lisas: están compuestas principalmente por los esqueletos de restos de ácido 
poligalacturónico esterificados o no con metanol en el C-6 y/o con acético en C-2. A esta 
estructura se le denomina homogalacturonano (HG). La figura 1.1 muestra una porción de 
la región del esqueleto carbonado de las regiones lisas. 
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Figura 1.1: Estructura normal del homogalacturonano 
encontrado en las regiones lisas de la pectina. El número de 
restos metilados y/o acetilados depende de la fuente de la cual 
se obtuvo la pectina. 
 
 La esterificación de los grupos carboxilo del GALA con metanol es una característica 
muy importante que le confiere a la pectina sus propiedades estructurales y funcionales. 
 Como parámetro de la cantidad de grupos esterificados con metanol se usan 
alternativamente dos unidades distintas, el grados de esterificación y el contenido de 
metoxilos. El grado de esterificación se define como la cantidad de grupos carboxilos 
pertenecientes a los restos de GALA esterificados en relación a su número total. El 
contenido de metoxilos se calcula relacionando la masa total de grupos metoxilos en 
relación a la masa total de restos de GALA (esterificados o no). Un grado de esterificación 
de 100 % (todos los grupos carboxilos neutralizados con metanol) se corresponde con un 
contenido de metoxilo de 16.32 %.  
 El porcentaje de restos de GALA esterificados varía enormemente dependiendo de la 
fuente de la cual se haya extraído e incluso dentro del mismo tejido vegetal. Valores 
habitualmente encontrados son: 75 % para semillas de colza 10, 32% en papa y cebolla 11 12, 
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71 % en manzana 13, 55 % en remolacha 13, 13 % en pera 13, 68 % en mango 13, 64 % en 
cítricos 13, 17 % en girasol 13 y en hojas de tabaco la pectina no está esterificada 14. 
 Como puede verse, el grado de esterificación raramente supera el 70 %. Pectinas con 
alto contenido de grupos metoxilo sólo gelifican en presencia de concentraciones 
relativamente altas de azúcar y en medio ácido. Con pectinas de bajo contenido de 
metoxilos en cambio se produce la gelificación en ausencia de azúcar si existen cierta 
concentración de iones. En relación a este parámetro se diferencian dos categorías, a las 
pectinas con un contenido de metoxilos mayor del 8 % (grado de esterificación mayor de 
50) se las denomina pectina HM (high methoxil) o simplemente pectinas y aquellas con un 
contenido de metoxilos menor que 8 %, pectinas LM (low methoxil). En el extremo inferior 
de la escala de grado de metilación se encuentran los pectatos o ácidos pécticos. 
 
 Regiones pilosas: poseen un esqueleto de ramnogalacturonano (RG) compuesto de 
dímeros (unidos entre si por enlaces a-1-4) de ácido galacturónico en unión a-1-2 con 
ramnosa 1 2. La composición en azucares varía ampliamente dependiendo de cual sea la 
fuente de la cual se obtuvo la pectina. El porcentaje total de ramnosa es de 1 - 4 %. A estos 
residuos de ramnosa se unen otros azucares formando largas cadenas laterales. Los más 
comunes son D-galactosa, L-arabinosa aunque pueden encontrarse pero con una frecuencia 
mucho menor D-xilosa, D-glucosa, D-manosa, L-fucosa y ácido D-glucurónico e incluso 
algunos azúcares raros como 2-O-metilfucosa, 2-O-metilxilosa, así como la pentosa apiosa 
y algunas cadenas de azucares ácidos ramificados como el 3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilosa y 
ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosonico. Estos últimos, más extraños, suelen estar en 
cadenas cortas de no más de tres residuos 2,15,3. La figura 2.1 muestra la estructura básica 
del ramnogalacturonano. 
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Figura 2.1: estructura esquemática del esqueleto de ramno-
galacturonano. R1 puede ser H o grupos acetilo (-CO-CH3). R2 
puede ser H o una seria de cadenas de composición y tamaño 
variable dependiendo de la fuente de la pectina. 
 
 Los azucares más comunes encontrados en R2, galactosa y arabinosa, aparecen en 
cadenas estructuralmente complejas con estructuras del tipo arabinano y arabinogalactano, 
estas cadenas pueden tener un largo considerable y se unen al esqueleto de PGA por 
enlaces glicosídicos al O-4 u O-3 de la ramnosa o al O-2 u O-3 de algunos residuos de 
GALA. 
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 También es variable el porcentaje de restos de ramnosa ramificada (dentro de las zonas 
pilosas): entre 25% y 100 % en pectina de manzana 16, 30-50% en hojas de tabaco 17, 10-50 
% en zanahoria 18,19, 20-40% en repollo 18, menos de 30% en uvas 20 60 % en remolacha 21, 
20-40% en tomate 22, menos de 30% en kiwi 23 y 30 % en cáscara de guisante 24. 
 Los arabinanos son polisacáridos ramificados compuestos de un esqueleto de residuos 
de arabinosa unidos en enlace a-(1-5), las ramificaciones se producen por uniones de 
arabinosa al O-2 y/o O-3 de algunos residuos de la cadena principal. Pectinas con 
arabinanos unidos se han aislado de manzana 25,26,27, remolacha 21,28,29,30,31, semillas de 
colza 32, damasco 33, zanahoria 18,19 , repollo 34, cebollas 12,35, peras 36 y cáscara de guisante 
24. 
 Los arabinogalactanos poseen dos formas estructurales posibles. Los de tipo I poseen 
una cadena lineal de D-galactosa (forma piranósica) unidas por enlaces b-(1-4) con 
ramificaciones de pequeñas cadenas de L-arabinosa (forma furanósica) unidas en enlaces 
a- 1-5. Las cadenas laterales están unidas en general al O-3 y representan un 20-40% de la 
cadena total 2,4.  
 Pectinas con este tipo de arabinogalactanos se han aislado frecuentemente de cítricos 
37, papa 38,39, soja 40, tabaco 41, cebolla 12, manzana 42,25,16,27,13, kiwi 23, tomate 22 y repollo 
34.  
 Los de tipo II poseen una estructura altamente ramificada con cadenas de D-galactosa 
(forma piranósica) unidos en b-1-3 y b-1-6. Las cadenas laterales más externas poseen 
además restos de arabinosa (formas piranósicas y furanósicas) 1, 2, 4, 43, 5.  
 Pectinas con este tipo de arabinogalactanos unidas se encuentran en manzana 44, 25, 27, 
13,5, colza 32, 45, limón 46 , remolacha 21 y uva 20. 
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Figura 3.1 : Estructura básica de la cadena de xilogalacturonano. 
R puede ser alternativamente H o restos de metilo (-CH3).  
 
 En general, la región pilosa puede dividirse en subunidades. La subunidad de tipo I 
posee restos de xilosa unidos al O-3 de los restos de GALA. Su esqueleto esta compuesto 
de homogalacturonano y está ubicada en la región de unión entre las zonas lisas y pilosas. 
A esta cadena se la llama también cadena de xilogalacturonano. En la figura 3.1 se muestra 
la estructura básica de dicha subunidad. 
n 
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 Los restos de xilosa de esta sección de la pectina la hacen muy resistentes al ataque 
enzimático. Esta región fue descripta hace relativamente poco tiempo por los  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1 : representación esquemática de la subunidad de tipo 
II de la región pilosa de la pectina. 
grupos de Voragen 47, 48 y Mort 49 en pectinas extraídas de diversas frutas mientras que 
Kikuchi y col 50 reportan su presencia en pectina de zanahoria. 
 La subunidad de tipo II es la que posee las cadenas de ramnosa con las cadenas 
laterales de arabinanos, arabinogalactanos y galactanos. En la figura 4.1 se esquematiza la 
estructura de esta zona 
 Las subunidades de tipo III están formadas un esqueleto de ramnogalacturonano con 
galactosas unidas por enlaces b 1-3 o 1-6 a la ramnosa. Esquemáticamente esta región 
puede representarse como se indica en la figura 5.1.  
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1 : representación esquemática de la subunidad de tipo 
III de la región pilosa de la pectina.  
 
1.2.2 Relación con otros polisacáridos dentro de la pared celular. 
 
 La pared celular se puede dividir en tres capas, lamina media, pared celular primaria y 
pared celular secundaria. La proporción de pectina en cada capa desciende en ese orden 51. 
En la pared celular secundaria la pectina prácticamente no existe. El conocimiento de la 
Ramnosa 
Arabinosa
Galactosa 
Acido Ferúlico 
Acido Galacturónico 
Ramnosa 
Galactosa 
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estructura de la lamina media es aun parcial pero se sabe que consiste principalmente de 
sales de pectato de calcio 5, 52, 53, 54. 
 La hemicelulosa y la pectina interactúan con las fibras de celulosa creando una 
estructura rígida que le da cohesión a la pared celular. Entre los diferentes tipos de 
polisacáridos se forman entrecruzamientos covalentes de dos tipos diferentes 55. El que ha 
sido estudiado con más detalle es aquel formado por puentes entre ácido ferúlicos de las 
cadenas laterales. Estos puentes han sido hallados en varios tejidos vegetales. Se ha 
reportado su existencia en arabinoxilanos en brotes de bambú 56, polímeros de pectina en 
remolacha 57 y entre lignina y xilanos en trigo 58. La figura 6.1 muestra el enlace entre 
restos de ácido ferúlico de cadenas de pectina. 
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Figura 6.1: Enlace diferúlico entre cadenas laterales de 
moléculas de pectina y lignina. 
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 El segundo tipo de unión covalente es de tipo ester entre lignina y residuos de ácido 
glucurónico pertenecientes a xilanos. Este tipo de uniones fue reportado en madera de haya 
59 60.  
 
1.3. Enzimas pectolíticas. 
 
 Debido a la gran complejidad química de la pectina y a su abundancia en la naturaleza, 
los microorganismos poseen una gran variedad de enzimas capaces de degradarla de alguna 
forma a fin de utilizarla como fuente de carbono. En general, estas enzimas son de tipo 
inducible y su síntesis responde a la presencia extracelular del sustrato. La degradación 
enzimática total de la pectina resulta primordialmente en GALA y ramnosa junto a 
cantidades menores de galactosa, arabinosa, metanol, acetato y trazas de otros azucares 
tales como xilosa, fucosa, apiosa, etc. los cuales son metabolizados durante el crecimiento 
celular. 
 No existe un único criterio para catalogar a las enzimas que actúan sobre la pectina. 
Una posibilidad es diferenciarlas según la acción que realizan sobre el sustrato. De esta 
forma pueden encontrarse dos grandes grupos, en el primero de ellos se encuentran las 
enzimas desesterificantes, la actividad dentro de este grupo puede ser divida a su vez según 
la naturaleza del grupo ester que hidrolice (metil, acetil o feruil) 
 En el otro se encuentra una serie amplia de enzimas depolimerizantes. Las enzimas 
incluidas dentro de este grupo pueden atacar preferentemente a las zonas lisas (HG) o a las 
pilosas (RG) y pueden ser divididas según (al menos) tres criterios (enzymic comition, 
1944): 
· Según el sustrato que prefieran: pectina, ácidos pécticos, protopectina u oligo-D-
galacturonatos 
· Según actúen por hidrólisis o transeliminación 
· Según el sitio de ataque a la cadena: aleatoriamente dentro de la cadena (endo) o 
desde el extremo de la misma (exo).  
 Por cuestiones de claridad se dividirán a las enzimas en dos grupos, según ataquen la 
región de HG o RG.  
1.3.1 Enzimas que atacan al homogalacturonano. 
1.3.1.1 Esterasas 
 Pectin metil esterasa: Corta los enlaces ester del C-6 liberando el metanol y 
convirtiendo la pectina de alto grado de esterificación en pectatos de bajo grado de 
esterificacion. Estas enzimas son producidas por varias plantas superiores, tomate, cítricos, 
papas, manzana, banana, uvas, etc así como varios hongos y bacterias 61. Las enzimas de 
origen vegetal tienen pHs óptimos cercanos a la neutralidad mientras que las de origen 
microbiano poseen pH óptimos ligeramente más acido (entre 4.0 y 5.0). 
 Pectin acetilesterasa: Rompe el enlace ester entre el acético y C-3 o C-4 de lo restos 
de GALA de la región de homogalacturonano 8.  
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1.3.1.2 Hidrolasas 
 Endopoligalacturonasas (endo -PG): actúan sobre ácido poligalacturónico o ácidos 
pécticos liberando monómeros de GALA u oligómeros de dos o tres restos. Su acción 
puede dividirse en dos subclases según corten una cadena de HG en múltiples ocasiones 
(ataque múltiple a cadena simple) o se separen del sustrato luego del corte para unirse a un 
nuevo blanco (ataque simple a cadenas múltiples). En el primer caso se acumulan los 
productos finales de reacción desde el comienzo pero, dado que en general presentan mayor 
afinidad por moléculas de sustrato con mayor grado de polimerización, en el segundo caso 
los productos finales se acumulan recién al final del proceso de hidrólisis 62. El primer 
patrón de actividad se encuentra por ejemplo en la endo-PG de Colletotrichum 
lindemuthianum 63,64 mientras que el segundo se observa en la actividad de endo-PG de 
Kluyveromyces fragilis 65. 
 Estas enzimas actúan específicamente sobre ácidos pécticos o pectatos. Su actividad 
(grado y velocidad de hidrólisis) diminuyen con el incremento del grado de esterificacion. 
La actividad, tal como se mencionó previamente, también depende marcadamente del grado 
de polimerización del sustrato. A medida que la cadena de sustrato se acorta, disminuye la 
afinidad de la enzima por el mismo 66.  
 Estas enzimas son producidas por una gran variedad de hongos, levaduras y bacterias 
62,67,68,69 así como por varias plantas superiores y algunos nematodes parásitos de plantas 70. 
 Exopoligalacturonasas (exo-PG): Las exo-PG ocurren con una frecuencia menor que 
las endo-PG. Son producidas por hongos y algunas bacterias 62, 69. 
 Dos tipos de exo-PG pueden ser identificados según su origen y su mecanismo de 
acción. Las enzimas fúngicas producen monogalacturónico a partir del extremo no reductor 
como producto principal de reacción. Poseen pHs óptimos comprendidos entre 4.0 y 6.0. 
Este grupo de enzimas se denomina galacturonan 1,4-a- galacturonidasa o exo-PG de tipo 
I, un ejemplo de este tipo de enzimas es la producida por Coniothyrium diplodiella 62. 
 En contraposición, las enzimas de origen bacteriano como la generada por Erwinia 
aroideae o Selenomonas ruminantium 71 producen digalacturónico como producto 
principal. Estas enzimas se denominan exo-poli-a-galacturonidasa o exo-PG 2. Al igual 
que las de tipo 1, atacan al sustrato por su extremo no reductor. 
 Polimetilgalacturonasa (PMG): A pesar de se ha reportado en algunas ocasiones la 
existencia de esta enzima 72 73, su existencia no esta confirmada. En teoría esta enzima 
degradaría el HG altamente esterificado. 
 Hay sospechas de que la presencia de dicha actividad enzimática en realidad se debería 
a la actividad de la endo-PG contaminada con pectin-metilesterasa 74. Por otro lado a menos 
que el HM este esterificado en un 100 % la endo-PG puede actuar aunque en poca cuantía, 
pudiendo generar falsos resultados sobre la existencia de PMG. 
 Oligogalacturonasa (OG): Estas enzimas son muy poco comunes y hay muy pocos 
reportes sobre ellas 75, 76. El sustrato consiste en oligómeros saturados, los que son atacados 
por el extremo no reductor liberando monómeros de GALA. 
 
1.3.1.3 Liasas:  
 Estas enzimas, también llamadas transeliminasas catalizan la ruptura no hidrolítica de 
la cadena de pectina o pectato. Rompen el enlace glicosídico en el C 4 eliminando al mismo 
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tiempo un hidrógeno del C-5 77. Durante la ruptura se genera un doble enlace en el extremo 
no reductor de la cadena resultante. 
 Pectin-liasas (PeL): también llamadas polimetilgalacturonato liasas (PMGL), estas 
enzimas son las únicas enzimas sobre las que hay pruebas de que pueden depolimerizar 
pectina y el HG altamente metilado. A diferencia de las hidrolasas, no requieren calcio para 
su actividad. Han sido halladas en cultivos de varios tipos de hongos pero raramente en 
bacterias 78.  
 Todas ellas poseen actividad endo, generando una rápida caída de la viscosidad de las 
soluciones de pectina. En general poseen pHs óptimos ligeramente superiores a las 
hidrolasas, estando comprendidos en el rango de 5 a 9. Los poligalacturonatos no son 
atacados por estas enzimas. Tal como ocurre con las hidrolasas, la actividad decrece con la 
disminución de la longitud de la cadena del sustrato. 
 Pectato liasas: también llamadas poligalacturonatoliasas, son producidas por varios 
hongos y bacterias 62. A diferencia de las pectin liasas actúan sobre sustratos con bajo grado 
de esterificación y requieren Ca+2 para su actividad optima 79, 80. 
 Según su mecanismo de acción pueden ser divididas en dos grandes grupos: 
 Endopoligalacturonatoliasas (endo-PGL): a diferencia de las endo-PG, los pHs 
óptimos son marcadamente superiores, actuando mejor a pH comprendidos entre 8.0 y 10.0. 
Todas las endo PGLs son activadas por Ca+2 81. Los productos finales mayoritarios de estas 
enzimas son los dímeros de gala insaturado en su extremo no reductor aunque también 
pueden encontrase trímeros de GALA insaturado y monómeros y dímeros de GALA 
saturados 82. Como todas las demás enzimas depolimerizantes, su actividad decrece con la 
disminución de la longitud de la cadena del sustrato. 
 Exopoligalacturonatoliasas (exo-PGL): La característica distintiva de este grupo de 
enzimas es que libera oligogalacturonatos insaturados desde el extremo reductor de la 
molécula de sustrato 83, siendo su sustrato de menor tamaño que pueden atacar el trímero. 
Al igual que las endo PGL, tienen pHs óptimos elevados. 
 Oligogalacturonato liasas (OGL): Son producidas por algunas bacterias 
fitopatogenas como Erwinia carotovora 84. Tienen la particularidad de ser enzimas ligadas 
a membrana que degradan oligogalacturonatos (saturados o no) liberando monómeros 
insaturados desde el extremo reductor. 
 Las pectin y pectato liasas son muy comunes en hongos, habiendo sido halladas en la 
mayoría de las especies en las que fueron buscadas 85,86,87,88,89,90,91. En bacterias son más 
comunes las pectato liasas, siendo el grupo más numeroso de enzimas pectolíticas 
bacterianas. 
 
1.3.1.4 Protopectinasas (PPasa): 
 También llamada enzimas solubilizadoras de pectina, estas enzimas se caracterizan por 
liberar pectina de alto peso molecular a partir de protopectina 92. Son éstas un grupo 
heterogéneo de enzimas que poseen diferentes actividades catalíticas, liasas e hidrolasas 
con actividad endo y exo. 
 La existencia de este grupo de enzimas como tal, actualmente se pone en duda ya que 
se caracterizó la actividad enzimática de varias de ellas y se vió que su mecanismo de 
acción es prácticamente igual al de las enzimas descripatas anteriormente para sustratos 
solubles. En el caso particular de G. klebahnii, Iguchi y col 93 hallaron que el gen que 
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codifica para la PPasa objeto de esta tesis muestra una gran homología con 
poligalacturonasas clásicas. 
 Parece más lógico considerar a la actividad PPasa como una característica particular de 
algunas enzimas pectolíticas que tienen una afinidad particularmente alta por sustratos 
insolubles 94. 
 
1.3.2 Enzimas que atacan al ramnogalacturonano. 
 Las enzimas que actúan sobre esta parte de la pectina fueron aisladas y caracterizadas 
hace relativamente poco tiempo por lo que es menor el número que se conoce de ellas.  
 Poseen distintos tipos de actividad: La primera de ellas actúa sobre el enlace a-D-
galacturónico-(1,2)-a-L-ramnosa hidrolisándolo mientras que la segunda tienen actividad 
liasa sobre el enlace a-L-ramnosa (1-4) a-D-galacturónico. La primera de ellas se 
denomina actualmente Ramnogalacturonatohidrolasa (RG-hidrolasa) mientras que la 
segunda se denomina Ramnogalacturonatoliasa (RG-liasa). 
 También se han caracterizado dos enzimas que actúan sobre fragmentos de RG. Ambas 
poseen actividad exo hidrolasa. La primera de ellas libera ramnosa (Ramnogalacturonan 
ramnohidrolasa) y la otra GALA (Ramnogalacturonan galacturonohidrolasa) desde el 
extremo no reductor del esqueleto de RG 95, 96.  
 Accesoria a estas, se ha identificado una acetil esterasa (ramnogalacturonan acetil 
esterasa) que hidroliza el enlace ester entre restos acetilos y el O-2 y O-3 de los residuos de 
GALA del esqueleto de RG. Este paso es indispensable en la degradación del RG ya que ni 
la RG hidrolasa ni la RG liasa atacan al RG cuando éste posee un alto grado de 
esterificacion. 
 Todas estas enzimas fueron obtenidas a partir de cultivos de Aspergillus aculeatus pero 
también han sido detectadas en cultivos de Aspergillus niger, Irpex lacteus , Trametes 
sanguinea y Botrytis cinerea 97. 
 Estas enzimas poseen una gran importancia tecnológica ya que ayudan a la 
solubilización y fragmentación de las regiones pilosas facilitando la extracción y filtrado de 
jugos. 
 Además de las enzimas descriptas, existen otras que están involucradas en la 
degradación de las ramificaciones que se han denominado enzimas accesorias. La mayor 
parte de las enzimas auxiliares o accesorias se han estudiado en bacterias y hongos 
filamentosos, en particular los del género Aspergillus 98. Entre las enzimas accesorias 
tenemos: a-L-Arabinofuranosidasas y arabinoxilano arabinofurano hidrolasa, Endo-
arabinasas, a - y b -Galactosidasas, Endo- y exo-galactanasas, Feruloil- y p-coumaril-
esterasas, etc. Estas enzimas son indispensables para permitir la completa degradación y 
utilización de la pectina por parte de los microorganismos. 
 
1.4 Uso industrial de las enzimas pécticas 
 
 Las enzimas pécticas han sido utilizadas en diversas industrias desde hace al menos 
medio siglo. La industria que más se ha valido de ellas es la industria alimentaria, aunque 
también han sido utilizadas por la industria textil, la papelera, la maderera, etc 99, 100. 
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 Quizás la aplicación más clásica de las pectinasas sea el relacionado con la industria 
juguera. Luego de la obtención del jugo de frutas por prensado, el producto obtenido 
presenta cierta turbiedad debido a la presencia de restos de tejidos y de “nubes” de 
proteínas positivas rodeadas de moléculas de pectina cargadas negativamente 101. Estos 
complejos proteína-pectina no precipitan debido a repulsiones de tipo electrostáticas y le 
confieren al jugo un aspecto poco atractivo. El agregado de enzimas pécticas, bien pectin 
liasa, bien una mezcla de pectín esterasa y pectato liasas, promueve la degradación de la 
capa externa de pectina permitiendo la exposición sobre la superficie de las partículas de las 
proteínas contenidas en su interior. Esto genera zonas de carga positivas y zonas de carga 
negativa sobre las partículas promoviendo su interacción y posterior precipitación.  
 Los jugos que habitualmente se someten a proceso de clarificación son aquellos cuyas 
características organolépticas y su aceptación por el público mejoran por el hecho de ser 
transparentes. Tal es el caso, por ejemplo, del jugo de manzana y el de uva. 
 Contrariamente, en los jugos cítricos, el proceso de clarificación ocurre 
espontáneamente ya que la pectina que se solubiliza durante la extracción del jugo, es 
deseterificada por las pectin metil esterasas propias del fruto. Los grupos carboxilos 
liberados por la enzima reaccionan con iones divalentes y precipitan. Este proceso le da al 
jugo mal aspecto por lo que se le agregan pectato liasas o pectin liasas que rompen 
parcialmente las cadenas de pectina evitando que precipiten. 
 Dentro de la misma industria, el agregado de pectinasas a la pulpa de los frutos previo 
a su prensado, aumenta el rendimiento de jugo extraído y facilita enormemente su 
procesado (especialmente el filtrado). Un proceso semejante se está utilizando para 
incrementar la extracción de aceite en frutos tales como olivo, palma y coco. 
 También dentro de la industria alimentaria, el uso de las enzimas pécticas es muy 
común para la obtención de néctares, aditivos para alimentos y alimentos para infantes 
mediante el proceso denominado maceración. El agregado de pectinasas (pectin liasa y 
poligalacturonasa) a tejidos vegetales produce la descomposición de la lámina media con la 
consiguiente liberación de las células. Frutos y vegetales comúnmente utilizados en estos 
procesos son peras, duraznos, damascos, frutillas 102,103 para los néctares y zanahoria y 
morrón en los alimentos para niños.  
 La gran ventaja de este proceso es que el alimento conserva gran parte del contenido de 
pigmentos y vitaminas ya que no salen de las células y no son degradados por el ambiente. 
 Estas enzimas, particularmente aquellas que actúan más fuertemente sobre sustratos 
insolubles (protopectina) que sobre pectinas solubles generan también un gran interés en el 
diseño de métodos alternativos para la extracción de pectina. Sakai y Okushima 104 
describen un método microbiológico para la “producción” de pectina en el que se utiliza la 
PPasa de G. klebahnii. En el proceso descrito se hace crecer aeróbicamente G. klebahnii en 
un cultivo batch y luego de 24 Hs, al cultivo se le adiciona una suspensión de cáscaras de 
mandarina (Citrus unshiu) y se agita a 30 °C por 15 a 20 Hs. Este tipo de procesos puede 
utilizarse como una alternativa a los métodos químicos tradicionales de extracción: 
extracción ácida (pH 2) en caliente (80-100°C). 
 Como en el resto de las industrias ligadas a la microbiología, la ingeniería genética a 
provocado una revolución debido a la posibilidad de clonar y expresar en forma heteróloga 
los genes de estas enzimas consiguiendo cantidades y purezas imposibles de alcanzar por 
métodos convencionales. Esto ha permitido armar mezclas de enzimas óptimas para cada 
uno de los procesos en los que se vea involucrado su uso. 
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1.5 Geotrichum klebahnii. 
 
1.5.1 Características generales. 
 
 Algunos años atrás, Sakai y col. en la Universidad Prefectural de Osaka (Japón) 
iniciaron la búsqueda de microorganismos productores de protopectinasas con el fin de 
poder utilizar dichas enzimas en la extracción enzimática de pectina. La primera PPasa fue 
aislada a partir de una levadura (Trichosporon penicillatum SNO-3, ATCC 42397) en 1978 
105. La enzima fue llamada comercialmente Pectinase-SE. Químicament e es una 
glicoproteína con un peso molecular de 40000 D (medido por SDS Page) que el 
microorganismo secreta directamente al medio de cultivo. La enzima fue purificada, 
parcialmente caracterizada e identificada como una endopoligacturonasa (EC 3.2.1.15) 106, 
107. 
 Ha habido dudas por largo tiempo acerca de la taxonomía del microoorganismo. Hasta 
la década del ‘70 fue catalogado como perteneciente al género de levaduras Trichosporon. 
Este género se caracteriza por tener células gemante de forma muy variable, presentar 
micelio verdadero y por la formación de artrosporas 108. En 1977 el T. penicillatum fue 
transferido al género Geotrichum y clasificado como un hongo.109. Actualmente se lo 
denomina Geotrichum klebahnii. 
 El género Geotrichum esta comprendido dentro del phylum ascomycota. Los miembros 
de este género son hongos levaduriformes caracterizados por hifas estrechas con 
ramificaciones escasas y cortas. No poseen blastoconidias, conidioforos ni pseudohifas  
pero si presentan artroconidias con un tamaño promedio de 6-12 x 3-6 µm, unicelulares, en 
cadena, hialinas que resultan de la fragmentación de hifas indiferenciadas por fisión 
mediante la formación de septos dobles. Pueden ser rectangulares o poseer los extremos 
redondeados asemejándose a pequeños barriles. La ausencia de células vacías que al 
fragmentarse produzcan la liberación de las artroconidias (células separadoras) es típica de 
este genero 110, 111, 108, 112. 
 Geotrichum posee en medio sólido un crecimiento rápido con la formación de colonias 
blancas secas con aspecto de algodón. En medios ricos al final de la fase de crecimiento 
genera un fuerte aroma a fruta 110, 111. 
 
Nutriente Crecimiento  Nutriente Crecimiento 
D-glucosa +  Almidón - 
D-Galactosa +  Glicerol - 
L-sorbosa -  Nitrato - 
D-Ribosa +  Urea + 
Ramnosa -  Lactato + 
Sacarosa -  D-Manitol + 
Maltosa -  DL-lactato + (pobre) 
Lactosa -  Succinato + 
   Etanol + 
 
Tabla I.1: propiedades metabolicas de G. klebahnii obtenidas de 
bibliografía 108  
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 Es poca la información que existe acerca del metabolismo de G. klebahnii aparte de 
aquella utilizada en para la taxonomía. Uso de azucares para el crecimiento, crecimiento sin 
vitaminas, fuentes de nitrógeno posibles etc. En la tabla I.1 se resume parte de la 
información disponible.  
 
1.5.2 Geotrichum como productor de enzimas. 
 
 G. klebahnii es un microorganismo que posee un pool pobre de enzimas hidrolíticas 
extracelulares. Sólo se ha reportado y caracterizado la presencia de PPasa-SE 106. Glanser y 
Ban 113 reportan la capacidad de degradar lignina de maíz y Pou y col 114 reporta el 
crecimiento de G. klebahnii sobre lignina extraída de caña de azúcar sin embargo, en medio 
líquido, sólo se detecta la expresión de una proteína (PPasa-SE).  
 A pesar de generar una enzima liberadora de pectina, no puede crecer sobre pectina, 
pectatos u oligogalacturonatos. Esta característica es muy común en levaduras 67, 115, 116, 117 
y puede justificarse de la siguiente forma. 
 Las levaduras secretan en general una o a lo sumo dos enzimas pectolíticas y éstas 
suelen ser endopoligalacturonasas 118, 115, 117, las que no degradan, en general, a las pectinas 
y pectatos hasta un grado tal que sea asimilable por el microorganismo como FCE. Es de 
particular importancia la falta de pectinesterasa ya que las pectinas son en general sustratos 
muy pobres para las endopoligalacturonasas debido a su alto grado de esterificación 67. En 
caso de que produzcan exopoligalacturonasa como el Geotrichum lactis 119 el 
microorganismo puede crecer sobre pectina o PGA y se obtienen niveles de biomasa final 
similares a los obtenidos con GALA. Esto se deba a que las exo PGasas durante la 
degradación de la cadena de PGA produce monómeros de GALA, los que pueden ser 
metabolizados por el microorganismo.  
 A diferencia de este comportamiento, los hongos suelen tener pooles bastante ricos, los 
cuales incluyen endo y exopoligalacturonasas, pectín y pectato liasas y pectinesterasas 
120,121,122,123,124,125,126. Esta colección de enzimas les permite crecer sobre materiales 
pécticos más frecuentemente que a las levaduras 127,60,122,124,126. 
 Este comportamiento indicaría que G. klebahnii no utiliza a la enzima para poder 
consumir pectinas de los frutos sino como una forma de invadir el tejido vegetal a fin de 
acceder a los azucares solubles que posee.  
 Esta hipótesis está de acuerdo con Blanco y col 128 los cuales dicen que las levaduras 
pueden dividirse en dos grandes grupos teniendo en cuenta su capacidad de utilizar o no la 
pectina y sus derivados como fuente de carbono. 
 Las levaduras que pertenecen al primer grupo (el cual incluye a G. klebahnii) no 
pueden utilizar estos polímeros como fuente de carbono y además producen 
mayoritariamente endo-PGasa 67,115,116. En este caso, se le atribuye a la enzima un rol 
ecológico más que trófico. Hasta donde se conoce, estas enzimas están involucradas en la 
colonización de frutas causando la ruptura tisular con la concomitante liberación de 
azucares de la célula vegetal las que pueden ser aprovechadas para el crecimiento de la 
levadura. 
 El otro grupo comprende a las levaduras que, al igual que los hongos filamentosos, 
poseen la habilidad de crecer utilizando sustancias pécticas como única fuente de carbono. 
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Esta habilidad sugiere que estos microorganismos poseen un pool enzimático más 
complejo. A este grupo pertenecen, entre otras, Candida albidus 129 y Candida boidinii 130. 
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1.6 Objetivos  
 
 Se eligió para el presente trabajo de tesis al sistema enzima/microorganismo formado 
por PPasa/G. klebahnii debido a varias razones referidas tanto al microorganismo como a la 
enzima: 
a) A pesar de haber sido objeto de estudio por Sakai y col desde hace varios años, todas las 
experiencias fueron realizadas en medios complejos y no existe información alguna del 
comportamiento cinético y estequiométrico del crecimiento de G. klebahnii. El 
conocimiento sobre este tema cobra gran importancia si se pretende producir la enzima para 
su posible utilización práctica. Además, hasta el presente no existen estudios acerca de la 
expresión de PPasa en relación con cambios fisicoquímicos del medio de cultivo (pH, 
temperatura, naturaleza de la fuente de carbono y energía o de nitrógeno, etc) así como con 
variaciones en las condiciones de cultivo (cinética, tipo de cultivo, etc). 
b) PPasa posee características que la hacen una buena candidata para su uso en la 
extracción comercial de pectina. La más importante de ellas es que posee mayor actividad 
sobre sustratos insolubles que sobre pectinas solubles, lo que permite producir pectinas 
solubles de peso molecular elevado sin que sea atacada por la enzima. 
c) G. klebahnii posee un pool enzimático extracelular muy pobre. PPasa SE es la única 
enzima que puede verse en un SDS PAGE del sobrenadante de cultivo de G. klebahnii 
(capítulo 5) y no posee isoenzimas cuantitativamente significativas131. Estos hechos hacen 
que sea muy sencillo cuantificar la expresión de la enzima a través de la medida de 
actividad enzimática.  
d) La enzima es fácil de purificar mediante técnicas de adsorción sobre materiales 
celulósicos tales como membranas de filtración de acetato de celulosa de 0.45 µ de poro 132. 
e) Finalmente es importante recalcar la importancia de la utilización de medios sintéticos 
para el estudio ya que permiten discernir cuales son las variables de un cultivo que 
producen cambios en la expresión fenotípica de un microorganismo, en este caso, la 
producción de PPasa SE. El estudio se realizó a través de dos enfoques:  
1. el efecto de las variaciones en los componentes del medio (mediante el uso de 
métodos tradicionales de cambios de variables así como de diseños estadísticos) y,  
2. el producido por cambios en el proceso en si mediante la realización de cultivo en 
batch y en continuo. 
 
 El objetivo de la presente tesis es estudiar el crecimiento de G. klebahnii así como la 
expresión de Protopectinasa SE a fin de obtener información acerca de las condiciones 
óptimas de producción de la enzima. 
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1.7 Plan de trabajo. 
 
 El plan de trabajo se dividió de la siguiente forma: 
1) Puesta a punto de las técnicas utilizadas a fin de tener valores confiables de la actividad 
enzimática en los ensayos realizados sobre los cultivos de G. klebahnii (capítulos 2 y 3). 
2) Estudio del crecimiento de G. klebahnii en cultivos batch y continuo. Este estudio se 
realizó a fin de poseer un conocimiento profundo del sistema biológico sobre el cual 
estudiar la expresión de la enzima (capítulo 4). 
3) Expresión de PGasa de G. klebahnii en cultivos batch, tanto en medios complejos como 
definidos (capítulo 5). 
4) Relación entre la expresión de la enzima y la composición del pool de microelementos 
(capítulo 5). 
5) Expresión de PGasa de G. klebahnii en cultivo continuo (capítulo 6) 
6) Estudio de la morfología de G. klebahnii  en cultivos continuos bajo diferentes 
limitaciones y su relación con la expresión de PPasa (capítulo 6). 
 
Parte de los resultados obtenidos durante la realización de esta tesis fueron reportados en 
las siguientes publicaciones. 
 
 “Quantification of pectin-releasing activity of protopectinase-SE from Geotrichum 
klebahnii”. S.F. Cavalitto, R.A. Hours and C.F. Mignone. Biotech. Techniques. 11, 5, 331-
334 (1997). 
 "Quantification of protopectinase-SE, an endopolygalacturonase with pectin-releasing 
activity from Geotrichum klebahnii". S.F. Cavalitto, R.A. Hours and CF Mignone. Biotech. 
Tech. 13, 6, 385-390 (1999). 
 “Growth and protopectinase production of Geotrichum klebahnii in batch and 
continuous cultures with synthetic media”. Cavalitto, S.F.; Hours, R.A. and Mignone, C.F. 
J. Indust. Microb. Biotechnol. 25, 5, 260-266 (2000). 
 “Influence of trace elements on enzyme production: protopectinase expression by a 
Geotrichum klebahnii strain” Ferreyra, O., Cavalitto, S.F., Hours, R.A., Ertola, R.J. 
Enzyme and Microbial Technology 31, 4, 498-504 (2002). 
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CAPITULO 2 
 
Técnica de medida de actividad protopectinasa (PPasa) 
 
 
 En este capítulo se describe el trabajo realizado a fin de obtener información acerca 
de la acción de la enzima sobre la protopectina de limón, su sustrato natural.  
 
2.1 Introducción 
 La hidrólisis enzimática de protopectina pertenece al grupo de las reacciones 
heterogéneas y como tal presenta una serie de particularidades que no tienen las 
reacciones homogéneas (enzima soluble sobre un sustrato soluble) 1. En particular tiene 
mucha importancia el efecto de la adsorción de la enzima sobre el sustrato. El mismo 
efecto es de crucial importancia en la degradación de celulosa por celulasas bacteriana y 
fúngicas 2, 3, 4. 
 La técnica reportada para la medida de actividad PPasa 5, no especifica ningún tipo 
de preparación para el sustrato. Simplemente se indica que se utilizan 10 mg de 
protopectina de limón, 2 mL de buffer y la enzima diluida convenientemente. Los datos 
obtenidos siguiendo este protocolo poseen un grado dispersión tal que la convierte en 
completamente inútil a los fines prácticos. Por esa razón de decidió antes de usar la 
técnica como herramienta de medida, realizar un estudio a fin de averiguar que 
condiciones, tanto del sustrato como de la técnica, debían mejorarse para que resultara 
útil para medir la actividad enzimática de los cultivos. 
 
2.2 Materiales y métodos 
2.2.1 Preparación del sustrato. 
 El sustrato se preparó de la siguiente manera. Se peló una serie de limones, 
cuidando de separar el tejido glandular del albedo. Este último fue picado con una 
procesadora de alimentos de tipo doméstica, se le adicionó etanol al 96 % (p/p) a razón 
de un ml de etanol por gramo de albedo húmedo y se puso en heladera por 24 Hs para 
provocar la inhibición de la pectín-esterasa endógena del tejido vegetal. 
 El albedo fue luego tamizado en suspensión por tamices de mesh 10, 16 y 20. Las 
partículas que pasaron mesh 20, se descartaron porque, luego de secado, se convierten 
en una especie de harina (mesh mayor de 120). Las partículas retenidas por mesh 10 y 
16, se volvieron a procesar a fin de disminuir su tamaño y se tamizaron nuevamente. 
Este procedimiento se repitió varias veces con el objeto de aumentar el rendimiento de 
partículas que pasaron mesh 16 y quedaron retenidas en el 20.  
 Las partículas así obtenidas, se lavaron cuidadosamente con abundante agua a 
temperatura ambiente hasta obtener reacción negativa al meta-hidroxidifenilo en las 
aguas de lavado lo que indica una cantidad insignificante de grupos urónicos liberados 
en forma espontánea. 
 Una vez libre de grupos urónicos solubles, el tejido se escurrió por suave 
compresión en una tela de trama fina y al producto obtenido, todavía húmedo, se le 
adicionó acetona y se secó en estufa a 30 °C. Una vez seco, se tamizó para obtener la 
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serie de tamaños deseados, partículas retenidas por los tamices 35, 40, 50, 60, 80, 100 y 
120. El sustrato se conserva a temperatura ambiente en frasco bien cerrado. 
 
2.2.2 Reactivos químicos:  
 El ácido D-galacturónico monohidrato (a partir de ahora, GALA) y el ácido 
poligalacturónico (PGA) de naranja fueron de Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. 
Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 
 
2.2.3 Buffer AcB: 
 En todas las medidas de actividad enzimática se utilizó buffer acético acetato de 
sodio (AcB) 20 mM, pH 5 preparado llevando una solución 20 mM de ácido acético a 
pH 5 con hidróxido de sodio. 
2.2.4 Fuente de enzima: 
 Se utilizó un preparado comercial de enzima (Pectinase SE de Shikibo Ltd. Japan). 
Se preparó una solución stock en AcB 20 mM, pH 5,0 conteniendo 250 mg.L-1   del 
preparado antes mencionado y esta solución fue utilizada para la optimización de la 
técnica y para la caracterización parcial del comportamiento cinético de la enzima. 
 También se utilizó el sobrenadante de un cultivo de Geotrichum klebahnii ATCC 
42397 para verificar si la técnica propuesta tiene utilidad en la práctica real. 
 
2.2.5 Ensayo enzimático: 
 La actividad PPasa se determinó midiendo la liberación de grupos urónicos a partir 
de protopectina de limón por el método de meta-hidroxidifenilo. Todas las 
determinaciones enzimáticas se hicieron a partir de distintas diluciones de una solución 
stock 250 mg.L-1 de protopectinasa SE. Para todas las medidas se hicieron triplicados 
(salvo cuando se indique lo contrario). Se coloca el sustrato seco (protopectina : PP) en 
sendos tubos de ensayo y se adicionan 950µl de AcB, una vez hidratado el sustrato se 
colocan los tubos a 0° C y se pone en cada tubo 50 µl de la muestra de enzima a 
determinar, convenientemente diluida. Para cada una de las muestras hace falta un 
blanco de reacción. A tiempo cero, se transfieren los tubos a un baño termostático con 
agitación orbital. Se incuba la mezcla de reacción a 37 °C y 100 RPM, una vez 
transcurrido el tiempo de incubación se vuelve al baño agua hielo para detener la 
reacción. 
 Se separa el sustrato del resto de la mezcla de reacción filtrándola a través de papel 
Watman N° 1. En la solución filtrada se realiza la determinación de ácidos urónicos 
utilizando GALA como patrón. 
 Se toman 200 µl del filtrado (diluido convenientemente si hiciera falta), se 
adicionan 3 ml de una solución de tetraborato de sodio en H2SO4 32N (este paso debe 
ser llevado a cabo en un baño de agua hielo). La mezcla se lleva a un baño a ebullición 
durante 10 minutos, se enfría y se agrega a cada muestra 30 µL de una solución de 
meta-hidroxidifenilo al 0,15% preparada usando como solvente una solución de NaOH 
0,5 %, se agita y se dejan los tubos a temperatura ambiente durante 20 a 40 minutos. Se 
mide absorbancia a 525 nm contra un blanco de reactivos. La cantidad de pectina 
liberada se expresa como equivalentes de poder reductor de GALA monohidrato 
utilizando una curva de calibración hasta los 250 mg.L-1. 
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 Se define la unidad de actividad enzimática como la cantidad de enzima que libera 
un micromol de poder reductor (como GALA) por minuto en las condiciones de 
reacción. 
 
2.3 Resultados y discusión 
 
 El albedo de limón picado y seco, que es el sustrato natural de la enzima, queda en 
principio con una dispersión muy importante en el tamaño de las partículas, desde 
partículas de más de un milímetro de diámetro hasta un polvo casi impalpable. Ante la 
sospecha de que esta dispersión pudiera ser la causa en la dispersión de la medida de 
actividad enzimática, se decidió pasar la muestra por un tamiz de Mesh 30 y uno de 
Mesh 35, luego de lo cual se repitió la reacción enzimática pero utilizando como 
sustrato en un caso las partículas que pasaron el tamiz de Mesh 30 pero quedaron 
retenidas en el 35 (grandes) y las que pasaron por ambos tamices (pequeñas) en el otro. 
Para la determinación enzimática, se colocaron 50 µl de solución stock diluida 1:5 y 60 
minutos de incubación a 37°C. Los resultados obtenidos se muestran el la figura 1.2. 
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Figura 1.2: GALA liberado por una misma cantidad de 
enzima pero con diferentes tamaño de partículas de 
sustrato. En ambos casos el tubo contenía 20 mg de 
protopectina. 
 
 Con este sencillo procedimiento, no sólo disminuyó notoriamente la dispersión de 
resultados, sino que, agregando en ambos casos 10 µL de la solución stock de enzima, 
en los tubos en que se habían utilizado las partículas más grandes, se obtuvo un valor 
menor de actividad. En el caso de las partículas grandes la dispersión es un poco menor 
que en las pequeñas porque hay en este grupo una menor variación en el tamaño. Este 
resultado es coherente con el hecho de que las reacciones enzimática de tipo 
heterogéneo dependen del área de sustrato expuesta a la enzima y no directamente de la 
cantidad de sustrato utilizado 1. A igual masa de sustrato, la superficie de contacto 
sólido solución es mayor cuanto más chicas sean las partículas del mismo. 
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 A fin de confirmar esta relación entre área y actividad, se decidió aumentar el área 
superficial del sustrato incrementando la cantidad de PP en el tubo de reacción pero 
manteniendo la división en “pequeñas” y “grandes”. Para reducir un poco el tiempo de 
medida, se aumentó la cantidad de enzima agregada (40µl de solución stock + 10 µl de 
AcB) y se redujo el tiempo de incubación a 30 minutos. Al hacer esto se ve que la 
actividad recuperada se hace mayor al incrementar la masa de PP pesada pero la curva 
muestra un nivel de saturación (Fig. 2.2). Por otro lado, las partículas más pequeñas 
siguen mostrando una mayor actividad que las más grandes pero al incrementar la masa 
de sustrato, las diferencias se hacen menores indicando que la enzima podría estar 
saturándose.  
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Figura 2.2: GALA liberado por una misma cantidad de 
enzima con diferentes cantidades de PP. Partículas grandes 
() y pequeñas (·) 
 
 Este comportamiento de la actividad enzimática en función de la cantidad y tamaño 
del sustrato ha sido reportado también para celulasa actuando sobre paja de trigo 6. En 
ese caso, la actividad reportada sobre paja molida y sobre paja molida y tamizada 
aumenta con el aumento de la cantidad de sustrato presentando en ambos casos una 
tendencia a saturarse, pero para todos los valores de sustrato medidos, la actividad 
obtenida con el sustrato tamizado es mayor que en el caso del sustrato molido. 
 El inconveniente con esta forma de incrementar el área en nuestra experiencia es 
que la mayor masa de sustrato absorbe cada vez más buffer para hidratarse y en las 
muestras con mayor masa es prácticamente imposible recuperar los 250 µl de muestra 
para realizar la colorimetría. Aparte de ello, la disminución del volumen de la fase 
líquida debido al hinchamiento de las partículas de sustrato hace que las soluciones se 
concentren con respecto al buffer original pudiendo esto modificar las actividades 
enzimáticas medidas. 
 Para evitar este problema, se decidió seguir otro camino para aumentar el área de 
contacto. Aprovechando la relación inversa entre el área total de una determinada 
muestra particulada y el tamaño de las partículas, lo que se probó fue usar la misma 
cantidad de sustrato pero de un tamaño cada vez menor. 
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 A fin de conseguir las fracciones necesarias para esta experiencia se pasó una 
cantidad de sustrato molido y seco por una serie mayor de tamices y se nombró a cada 
una con el número del tamiz que las hubiera retenido. Las fracciones ensayadas en esta 
experiencia fueron 20, 35, 50, 60, 80, 100 y 120. 
 Las condiciones de tiempo y temperatura fueron las mismas que en el ensayo 
anterior. En cada uno de los tubos se puso 20 mg del sustrato de cada uno de los 
tamaños obtenidos y 50 µl de solución stock de enzima diluida 1:5. Los resultados 
obtenidos (Fig. 3.2) demuestran que para esta cantidad de sustrato, para tamaños de 
partícula menores que las retenidas por tamices de mesh 50, el área se hace saturante y 
no se encuentran diferencias significativas entre un tamaño y otro.  
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Figura 3.2: GALA liberado por una misma cantidad de 
enzima con 20 mg de PP pero de diferente tamaño. 
 
 Esto confirma el hecho de que lo que importa para la actividad enzimática en 
reacciones heterogéneas es lo que la enzima “ve” del sustrato y no directamente la 
cantidad de éste que se encuentre presente en el medio.  
 Suponiendo que las partículas son esferas cuyo diámetro está dado por el tamaño de 
la malla del tamiz más pequeño que pueden atravesar, se puede calcular la relación entre 
el área superficial y el volumen de las mismas 7. 
 La forma de la curva de actividad enzimática en función del tamaño de partícula, 
con una parte dependiente y una independiente del mismo concuerda con la suposición 
de que la velocidad de la reacción es proporcional a la cantidad de enzima adsorbida 
sobre la superficie de las partículas y que el fenómeno de adsorción obedece a al 
modelo de una isoterma de Langmuir 1. Este hecho sugiere que, en este caso, sólo la 
superficie más externa de la partícula está disponible para la enzima, la que no puede 
acceder a los poros del tejido vegetal ya que si así fuera no habría una relación tan 
directa entre el tamaño de las partículas y la actividad enzimática. Burns y col. 8 han 
reportado que la acción de celulasas de Trichoderma reesei sobre pulpa de madera 
también ocurre sobre la superficie más externa del sustrato ya que la enzima no puede 
acceder a los poros del mismo. 
 La capacidad de las pectinasas de distintos orígenes de adsorberse a polímeros ha 
sido ampliamente reportada en literatura 9,10,11. Gupta y col. han postulado un método 
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de purificación basado en la propiedad de la PGasa de adsorberse a alginato de calcio. 
Utilizando este método, se consigue aumentar la actividad específica de la enzima hasta 
10 veces con un rendimiento mayor del 80%. 
 El mismo comportamiento ha sido reportado para celulasas tanto sobre celulosa 
purificada 12 como sobre paja de trigo 6. Dijkerman y col. 13 han reportado que la 
velocidad inicial en la hidrólisis de celulosa microcristalina por una celulasa fúngica es 
directamente proporcional a la cantidad de enzima adsorbida inicialmente al sustrato, 
más aún, Hogan y col 14 han reportado que la velocidad depende solamente de la 
cantidad de enzima inicialmente adsorbida al sustrato y que el resto de la enzima sólo 
participa en una forma minoritaria en el proceso. 
 A fin de confirmar que la enzima de G. klebahnii sigue este comportamiento se 
realizó la siguiente experiencia. A 200 mg de protopectina seca de la fracción que paso 
un tamiz 50 y quedó retenida en un tamiz 60 se le agregaron 9,5 mL de AcB 20 mM pH 
5. Se dejó esta mezcla en un baño de agua y hielo por 30 minutos a fin de que la 
protopectina se hidrate y luego se le adicionaron 500 µL de solución stock de enzima 
(de esta forma se mantiene la relación enzima/buffer/sustrato del protocolo de medida 
de actividad enzimática). Al mismo tiempo se realiza un testigo en el que se agregan 
500 µL de solución stock a 9,5 mL del mismo buffer. Este testigo tiene la finalidad de 
medir la caída de la actividad de la enzima en función del tiempo. Cada muestra y 
testigo se realizaron por duplicado. Se tomó una alícuota de cada muestra y testigo a los 
15, 30, 60 y 120 minutos y a cada una de ellas se le midió actividad PGasa. La figura 
4.2 muestra la caída de la actividad relativa (actividad de cada muestra dividida la 
actividad del testigo correspondiente a ese tiempo) en función del tiempo de incubación. 
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Figura 4.2:. Actividad remanente en el sobrenadante de la 
incubación a 0°C de PPasa-SE con protopectina de limón 
 
 Puede verse que, aun en frío, la adsorción es muy notoria a tiempos cortos, 
quedando retenida casi el 95 % en 30 minutos. 
 Teniendo en cuenta estas propiedades de la enzima sobre sustrato sólido, se 
procedió a optimizar una técnica de medida de la actividad enzimática que fuera 
suficientemente confiable como para ser utilizada de rutina. Para el desarrollo de dicha 
técnica se tuvieron en cuenta los siguientes hechos: 
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· La enzima se adsorbe sobre el sustrato antes de actuar sobre él. 
· El área expuesta del sustrato, y no su masa, es la variable más importante en el 
valor de la actividad enzimática. 
· Utilizando 20 mg de protopectina por tubo el área se hace saturante cuando el 
tamaño de las partículas es tal que pasan el tamiz 50. 
 
 La fracción de sustrato que pasó tamiz 50 y quedó retenida en tamiz 60 fue la más 
abundante así esta fue elegida para los estudios siguientes. 
 La primera variable analizada una vez fija la cantidad de sustrato en el tubo de 
reacción, fue el tiempo de incubación en el que se puede trabajar sin inconveniente. Para 
la determinación enzimática se adicionó en todos los tubos 50 µL de una dilución 1:5 de 
la solución stock. En estas condiciones, la actividad enzimática se mantuvo 
proporcional al tiempo hasta los 50 minutos de reacción (Fig. 5.2). 
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Figura 5.2: GALA liberado en función del tiempo por una 
misma cantidad de enzima utilizando 20 mg de PP 
retenida por un tamiz de 60 mesh. 
 
 Por una cuestión de comodidad, se eligió un tiempo de 30 minutos como estándar, 
pero puede ser alargado sin inconvenientes si la cantidad de enzima es menor que la 
utilizada en estos ensayos. 
 Con las condiciones de tiempo, temperatura y cantidad de sustrato fijas, se comenzó 
a probar que cantidad de enzima puede adicionarse al tubo de reacción. Para ello, se 
adicionaron diferentes volúmenes de la solución stock en tubos con la cantidad de AcB 
suficiente como para completar el volumen final de 1 mL. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 6.2.  
 Puede verse que la relación enzima agregada / GALA liberado se mantiene lineal 
hasta aproximadamente 5 x 10-2 unidades en el tubo de reacción (50 µL de solución 
stock). 
 Finalmente, la técnica quedó estandarizada con los siguientes parámetros:  
· 20 mg de protopectina retenida en tamiz de mesh 60. 
· 950 µL de buffer HAc/NaAc 20 mM pH 5 
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· 50 µL de solución de enzima convenientemente diluida de modo que no queden 
más de 5 x 10-2 unidades totales en el tubo de reacción 
· 30 minutos de incubación 
· Temperatura 37 °C. 
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Figura 6.2: GALA liberado por cantidades crecientes de 
enzima utilizando 20 mg de PP retenido por un tamiz de 
60 mesh. 
 
 Finalmente se probó si la técnica daba resultados reproducibles al medir la 
actividad de una muestra real. Para ello se tomaron diferentes diluciones (1/1, 1/1.5, 1/2 
y 1/3 de un sobrenadante de un cultivo de Geotrichum klebahnii ATCC 42397 y se le 
midieron sus actividades con la técnica en cuestión. Los resultados obtenidos se 
muestran en la tabla I.2. Como puede observarse, no se obtienen grandes diferencias a 
lo largo de todo el rango de diluciones. 
 
Dilución del sobrenadante 
Actividad medida 
(U . 102) 
Recuperación 
(%) 
1/1 3.66 100 ± 1.2 
1/1.5 2.26 92.6 ± 4.5 
1/2 1.65 89.9 ± 9.6 
1/3 1.17 96.2 ± 8.9 
 
Tabla I.2: Actividad PPasa (U.mL-1), determinadas 
utilizando el método propuesto, de diferentes diluciones de 
un sobrenadante de un cultivo de G. klebahnii ATCC 
42397 realizado en el medio de referencia. 
 
 Cuidando mantener todas estas precauciones en la medida, la técnica posee una 
confiabilidad muy satisfactoria para ser usada en forma rutinaria, sin embargo posee 
algunas características no deseables. Las más importantes son las siguientes: 
 1.- Es muy engorrosa cuando hay que manejar un gran número de muestras sobre 
todo por la etapa de filtración de cada muestra y, 
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 2.- Al no existir un sustrato comercial purificado, la actividad medida de una misma 
muestra varía cuando se la mide utilizando sustrato preparado de diferentes partidas. 
Esto se debe a que la protopectina puede cambiar su grado de metilación entre partida y 
partida y esta variable del sustrato es de mayor importancia en la actividad enzimática.  
 
 Por esta razón se decidió, siempre que se pudiera, utilizar como técnica de rutina 
aquélla que aprovecha la actividad de PGasa sobre sustrato soluble como PGA, el 
desarrollo de la técnica en cuestión se detalla en el capítulo siguiente.  
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CAPITULO 3 
Técnica de medida de actividad poligalacturonasa 
(PGasa) 
 
3.1 Introducción 
 
 La técnica desarrollada para la medida de actividad enzimática utilizando 
protopectina de limón como sustrato resulta muy engorrosa cuando el número de 
muestras a determinar es muy elevado. A fin de reemplazarla para las medidas de 
rutina se aprovechó el hecho de que la enzima actúa también sobre ácido 
poligalacturónico soluble y se puso a punto una técnica de medida confiable de la 
actividad sobre este sustrato. 
 En este capítulo se describe las tareas realizadas en la puesta a punto de dicha 
técnica así como en la caracterización parcial de la actividad enzimática. 
 Las técnica reportadas en bibliografía para la medición de actividad 
poligalacturonasa se basan todas bien en la disminución de la viscosidad de una 
solución de ácido poligalacturónico (PGA) 1 2 3 4 o bien en el incremento del poder 
reductor debido a la liberación de grupos reductores a partir de PGA 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
14 4. La medición de las dos técnicas permite catalogar a una PGasa como endo o 
exoPGasa ya que, mientras las primeras producen una gran disminución de la 
viscosidad junto con el aumento del poder reductor, las últimas sólo incrementan el 
poder reductor de la mezcla de reacción. 
 El poder reductor generado puede medirse por varios métodos. Algunos autores , 
15 16 17 18 19 13 utilizan el método de Somogyi-Nelson 20 21, otros 22, el método de la 
reducción de ferrocianuro de potasio. También es utilizado 23 24, 25 26 2 3 4 el método 
del ácido dinitrosalicílico (DNS) de Miller 27. En el presente trabajo se eligió el 
método de Somogyi-Nelson dado que posee una mayor sensibilidad 28 
 En general las poligalacturonasa obedecen a una cinética de Michaelis Menten y 
como tal, la velocidad de reacción por ella catalizada tiene una dependencia con la 
concentración de sustrato del tipo  
SK
S
vv
M
max +
=   ( I ) 
 
Enzima Origen [Sustrato] 
g.L-1 
Tiempo 
Min 
Temp 
°C 
pH Referencia 
PGasa Corticium rolfsii 5.0-6.0a 30 30 2.5 1 
PGasa G. klebahnii  1.0b 60 37 5.0 8 
PGasa Tomate 2.0b 180 30 4.4 11 
PGasa Erwinia carotovora  2.0b 10 30 5.3 29 
PGasa Tomate 5.0c 10 25 4.2 10 
PGasa A. Níger 5.0b 1 25 5.0 12 
PGasa B. cinerea 5.0b 30 30 4,0 25 
Pectinasa Sclerotium rofsii 10.0d 30 55 3.2 30 
PGasa K. fragilis 1.0c variable 30 5.0 31 
Exo-PGasa G. lactis 2.5 c, d variable 30 5.6 14 
a PGA (fracción soluble en ácido) b PGA  c Poligalacturonato de sodio d Pectina 
 
Tabla I.3: Parámetros típicos reportados para la medida 
de actividad poligalacturonasa.  
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 La concentración de sustrato, así como las condiciones tiempo y temperatura 
utilizadas en la medida reportadas en bibliografía son variables. En la tabla I.3 se 
muestran algunos de esos valores. 
 Mc Feeters 32 ha reportado que por encima de 1.0 g.L-1 la concentración de 
sustrato es saturante. Este dato no está de acuerdo con los valores KM reportados para 
diversas poligalacturonasas de origen vegetal y fúngico (Tabla II.3) ya que para que 
para ninguno de los KM reportados se observa que la concentración sea 10 veces 
superior a KM. 
 
 Origen Peso 
molecular 
Km * 
(g.L-1) 
Referencia 
Hongos Aspergillus niger 46000 0.54 33 
 Botrytis cinerea 69000 1.20 25 
 Fusarium oxysporum 37000 0.54 16 
 Verticillium. albo-atrum 30000 1.50 2 
 Trichoderma  koningii PG-1 32000 0.80 23 
 Trichoderma  koningii PG-2 32000 0.85 23 
Levaduras Saccharomyces fragilis 46000 0.13 34 
 Saccharomyces fragilis 50000 0.22 34 
 T. candida  0.20 35 
 Cryptococcus albidus 41000 0.57 4 
 Geotrichum lactis 53000 0.09 14 
*para poligalacturonato de sodio 
 
TABLA II.3: Propiedades de algunas endo-
poligalacturonasas de origen vegetal y microbiano. 
 
 El mayor inconveniente de todas estas técnicas es que en concentraciones 
mayores de 3,0 g.L-1 el sustrato gelifica durante la colorimetría 32. Esta situación 
genera principalmente dos problemas. Por un lado la presencia del gel interfiere en la 
medida de absorbancia a 660 nm, y además el gel retiene en su interior parte del 
complejo coloreado formado por el reactivo de Nelson con el oxido cuproso y hace 
que para medir la absorbancia haya que centrifugar las muestras una por una. Una 
alternativa posible a este inconveniente es la utilización de 2-cianoacetamida para 
medir el poder reductor generado durante la reacción enzimática 11. Este reactivo 
reacciona con los grupos reductores para dar un producto que absorbe luz a una 
longitud de onda de 276 nm. A diferencia de la técnica de Somogyi-Nelson se agrega 
un solo reactivo y la muestra no gelifica. Los mayores inconvenientes que presenta 
es que hay que leer en el UV y que a esta longitud de onda pueden interferir las 
proteínas que haya en la muestra a analizar si su concentración es elevada. 
 
 En vista de que no se encontró una técnica que fuera completamente adecuada 
para la PGasa de G. klebahnii, la primera parte del plan de trabajo consistió en 
estudiar que concentración de sustrato y tiempo de reacción son las adecuadas para 
que posea una sensibilidad y sencillez aceptables.  
 
3.2 Materiales y métodos 
 
3.2.1 Reactivos químicos:  
Los reactivos químicos y la enzima comercial utilizadas en las experiencias citadas 
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en el presente capítulo son las mismas que los utilizados en el capitulo referido a la 
técnica de PPasa.  
3.2.2 Técnica enzimática 
 
 A pesar de que en esta parte del trabajo se fueron modificando variables tales 
como concentración de sustrato y tiempo de reacción, la técnica mantuvo el siguiente 
protocolo:  
 
Se agregan 450 µL de sustrato (en la concentración que corresponda) disuelto en 
AcB 20mM pH 5 en tubos pequeños (al menos tres tubos por muestra, duplicado y 
blanco de reacción). 
Se termostatizan los tubos a 37 °C. 
Se incorpora a tiempos regulares 50 µL de enzima (diluida convenientemente) en 
AcB (sólo a los tubos de muestra, no a los blancos). 
Se incuba a 37 ºC. 
Al tiempo convenido para cada tubo (manteniendo el orden del agregado de muestra) 
se agregan 500 µL de reactivo de Somogyi 21. Al finalizar el agregado de Somogyi 
sobre las muestras, se agrega en los tubos de los blancos 
Se agrega la muestra correspondiente a cada blanco. 
Se lleva a ebullición por 10 minutos 
Se deja enfriar por 10 minutos 
Se agregan 500 µL reactivo de Nelson 20  
Se deja reposar 30 minutos 
Se agregan 4.5 mL de agua 
Se agita y se lee a 660 nm. 
3.3 Resultados y discusión 
 
3.3.1 Determinación de condiciones de medida 
 
 La primera variable ensayada fue la concentración de sustrato a utilizar. En 
principio, dado que la mayoría de las técnicas reportan un valor cercano a 5,0 g.L-1, 
se intentó aumentar la misma al menos hasta ese valor pero, tal como se esperaba, 
por encima de 3,0 g.L-1, el sustrato gelifica durante la colorimetría. Debido a este 
inconveniente, se decidió fijar la concentración de sustrato en 2,0 g.L-1. En aquellos 
casos en los que se debió superar esta concentración (en la determinación de KM), se 
cuidó de agitar el tubo de reacción para que el complejo coloreado no quedara 
retenido en el interior del gel, que fue posteriormente removido por centrifugación 
(200 x g, 3 min.) para evitar interferencias en la determinación de la absorbancia de 
660 nm. 
 Al principio del trabajo no era conocido el valor de KM por lo que no pudo 
conjeturarse que la enzima estuviera saturada. Por esta razón, se determinó el rango 
de tiempo en el cual la medida enzimática se mantiene lineal (Fig. 1.3). 
 Por medidas anteriores de la actividad enzimática de la solución stock, se eligió 
para esta experiencia trabajar con una dilución 1:20 preparada en AcB.  
 Puede observarse claramente que, en estas condiciones, la velocidad de reacción 
se mantiene constante hasta los 50 minutos de incubación y que el grado de 
polimerización disminuye hasta valores cercanos a 5. Mientras el sustrato tiene un 
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grado de polimerización mayor de 10 la velocidad de reacción permanece constante 
(ver más adelante). 
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Figura 1.3: Relación entre la liberación de GALA (q), 
el grado de polimerización promedio (=) (calculado 
en función del poder reductor) y el tiempo de 
incubación con 50 µl de solución stock (dil 1:20) y 2.0 
g.L-1 de PGA. 
 
 Cuando el sustrato fue sometido a una hidrólisis más prolongada, la cantidad final 
de equivalentes de poder reductor liberados (ver más abajo) fue de 500 mg.L-1. Esto 
significa que la velocidad de reacción se mantuvo constante aproximadamente hasta 
haber liberado aproximadamente el 50 % de los grupos reductores disponibles. 
Finalmente se decidió, por razones prácticas, tomar 10 min. como tiempo de 
reacción. Este tiempo puede extenderse si la muestra analizada tiene una actividad 
muy baja.  
 Una vez fijas las condiciones de concentración de sustrato y tiempo, se procedió a 
determinar hasta que concentración de enzima es posible medir con el método sin 
que deje de ser lineal la liberación de grupos reductores en función del tiempo. Para 
esto, se agregaron diferentes cantidades de enzima en el tubo de reacción. La escala 
de abscisas se expresa tanto como volumen de la solución stock diluida 1:20 como en 
unidades de actividad en el tubo de reacción, definiéndose a la unidad de actividad 
enzimática como la cantidad de enzima que libera un micromol de poder reductor 
(como GALA) por minuto en las condiciones de reacción (figura 2.3).  
 La velocidad de reacción se mantuvo constante hasta el agregado de 120 µl de 
dicha solución. Cantidades superiores de enzima, llegan a liberar una cantidad de 
aproximadamente 500 mg.L-1 pero no en forma directamente proporcional a la 
cantidad de enzima agregada. 
 De acuerdo a los resultados obtenidos en los pasos anteriores, se proponen las 
siguientes condiciones para la medida de la actividad PGasa. 
 
¨ Sustrato: Poligalacturonato de sodio 2 g.L-1 en AcB 20 mM, pH 5  
¨ Tiempo: 10 minutos 
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¨ Temperatura: 37°C 
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Figura 2.3: Liberación de GALA con 10 minutos de 
incubación a 37°C en función de la cantidad de enzima 
adicionada al tubo de reacción con una concentración 
de PGA de 2.0 g.L-1. 
 
 
 En estas condiciones, la técnica es lineal hasta el agregado de 0.08 unidades de 
PGasa en el tubo de reacción (Fig. 2.3). 
 Cuando hay que medir actividad enzimática de diferentes muestras es de uso 
común mantener el sustrato termostatizado a la temperatura de trabajo y sobre éste 
agregar la muestra de enzima a intervalos regulares de tiempo y, al finalizar el 
tiempo de incubación para cada muestra, detener la reacción también a intervalos 
regulares, ya sea por el agregado de algún reactivo o por el cambio de temperatura. 
Utilizar este método cuando hay que manejar un gran número de muestras resulta 
tedioso y extremadamente complicado para programar los tiempos de agregado de 
enzima. Si se agrega la muestra de enzima cada 15 segundos y se mide cada muestra 
por duplicado y con un blanco de reacción, en 10 minutos de reacción no pueden 
medirse más de 20 muestras sin que se  superpongan los tiempos de agregado de la 
enzima y de finalización de las primeras muestras. A fin de evitar este inconveniente, 
se probó el siguiente método. Se coloca 450 ml de sustrato en cada tubo a utilizar y se 
sumergen dichos tubos en un baño de agua-hielo. En cada uno de los tubos, se 
adicionan 50 ml de la solución de enzima a analizar, convenientemente diluida. A 
tiempo cero, se transfieren todos los tubos a un baño termostático a 37°C durante 10 
minutos cuidando de agitar por unos segundos a fin de acelerar la transferencia de 
calor. Transcurrido ese tiempo, se vuelven las muestras al baño de agua-hielo y se 
agregan 50 ml de la solución de enzima en los tubos correspondientes a cada blanco. 
La técnica colorimétrica es igual para ambos métodos. 
 Esta técnica fue contrastado contra la técnica original utilizando diferentes 
volúmenes de la solución stock, obteniéndose, en las condiciones de reacción 
propuestas, resultados muy similares entre ambos protocolos (Fig. 3.3). Todas las 
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muestras fueron tratadas por triplicado. 
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Figura 3.3: Actividad comparativa utilizando el método 
tradicional de medida (=) y el método con 
preincubación en hielo (p). 
 
3.3.2 Caracterización de la actividad enzimática. 
 
 El primer parámetro medido fue el grado máximo de hidrólisis que la enzima 
puede realizar. El grado de polimerización del producto obtenido en cada tiempo de 
reacción se calculó en función del poder reductor de la muestra.  
 Como puede verse en la figura 1.3, en promedio, el valor inicial del grado de 
polimerización del PGA (calculado por el valor del poder reductor de los blancos de 
reacción) fue estimado en 120 (PM @ 21000). Considerando el incremento del poder 
reductor de la mezcla, el grado de polimerización final del producto puede ser 
estimado entre 3 y 4. A la solución con el máximo grado de hidrólisis se le dio el 
nombre de Solución de Productos Finales (SPF). 
 Blanco y col 13 han reportado un valor de 4 para el grado de polimerización del 
producto final de degradación de una endopoligalacturonasa de S. cereviciae. Este 
valor es coherente con otros reportados para otras endoPGasas las que, en general, no 
pueden degradar dímeros y trímeros de ácido galacturónico 36, 37 o lo hacen a una 
velocidad mucho menor. Se ha reportado que la endo PGasa de Saccharomyces 
fragilis degrada al trigalacturónico a una velocidad 50 veces menor que al 
tetragalacturónico. Un caso similar se encuentra en Aspergillus niger para una endo 
PGasa extracelular en la que la relación de velocidades para la degradación de 
tetragalacturónico a trigalacturónico es de 20 37. 
 Tal como se ve el la Fig. 2.3, cuando se agregan más de 0.08 U de PGasa en el 
tubo de reacción, la relación entre poder reductor liberado y enzima agregado se 
aparta de la linealidad. Hay al menos dos posibles hipótesis para explicar este 
fenómeno, la primera es que la reacción no esté transcurriendo en condiciones 
saturantes y la velocidad de reacción medida no sea la inicial sino un promedio de 
velocidades. La segunda posibilidad es que el incremento de la concentración de 
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productos de reacción inhiba de alguna forma a la enzima. 
 A fin de ver cual de las dos posibilidades es la causante de ese comportamiento, se 
midió la actividad enzimática en ausencia y en presencia de diferentes cantidades de 
SPF. La solución de productos finales fue obtenida en este caso de una forma 
ligeramente modificada a fin de ahorrar tiempo. La solución de PGA (5 mg.L-1) fue 
tratada directamente con la solución stock de enzima (sin diluir) durante 15 minutos. 
 El protocolo de trabajo fue el siguiente. Se preparó una solución 18 g.L-1 de PGA 
en AcB, de ésta se adicionaron 50µl en todos los tubos y luego se adicionaron 0, 50, 
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 µl de SPF completándose en cada caso el volumen 
final de 450 µl de reacción con AcB. De cada serie se realizaron cuadruplicados, un 
blanco con SPF sin enzima y un blanco de sustrato (sin SPF ni enzima). En todos los 
tubos de reacción se pusieron 0.06 unidades de PGasa. La actividad recuperada se 
calcula restando a cada tubo de cada serie el valor del blanco con SPF. 
 Como puede verse en la figura 4.3, la actividad medida en cada uno de los casos 
fue similar, y no se notó un decaimiento de la actividad aún por el agregado de altas 
cantidades de productos finales de reacción (equivalentes a 534 mg.L-1 de GALA). 
Los equivalentes de SFP agregados fueron medidos de los blancos de reacción sin 
enzima. 
 Estos resultados indican que el decaimiento en la velocidad de reacción no se 
produce por la acumulación de productos finales de reacción, al menos en las 
condiciones de medida, sino que es causado por la disminución de la concentración 
de sustrato durante la misma. Según puede verse en la figura 1.3, la actividad 
enzimática no depende directamente de la cantidad de sustrato sino de su grado de 
polimerización, como la enzima es una endo-PGasa, los productos de la reacción 
enzimática son a su vez sustrato de la enzima por lo que la concentración de sustrato 
no disminuye durante la reacción hasta que el grado de polimerización alcanza un 
valor de aproximadamente 10. 
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Figura 4.3: Actividad recuperada en relación al 
agregado de diferentes cantidades de productos finales 
de la reacción, agregando en todos los tubos 0.06 U de 
PGasa. 
 
 Existen algunas variables comunes de laboratorio que suelen no tenerse en cuenta 
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en el momento de realizar una técnica enzimática, dos de ellas son el tiempo 
transcurrido entre la dilución de la muestra y la medida de actividad y la otra es el 
tiempo de agitación en vortex de la muestra. Dado que se encontraron en principio 
alguna variaciones de difícil explicación, se decidió estudiar el efecto de estas dos 
variables sobre la actividad de la enzima. 
 Para estudiar el efecto de la agitación se realizó el siguiente protocolo. Una 
muestra de cultivo de G. klebahnii se diluyó 1:10 en el tubo de reacción y se enfrió 
en un baño de agua hielo. Luego se agitó en el vortex y cada 10 segundo se tomó un 
muestra para determinar actividad enzimática. Los resultados obtenidos se muestran 
en la figura 5.3. 
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Figura 5.3: Efecto de la agitación sobre la actividad 
enzimática. 
 
 Puede verse que la enzima pierde gran parte de la actividad con la agitación. Este 
efecto no es en general tenido en cuenta en la medidas de rutina sin embargo, 
Colombie y col. 38 han encontrado el mismo comportamiento para lisozima de clara 
de huevo. Este efecto puede deberse a la desnaturalización de la enzima debida a las 
fuerzas de corte que se generan en el solvente durante la agitación sumado al efecto 
del O2 que se disuelve debido a la agitación 39. 
 En relación al efecto del tiempo transcurrido entre la dilución y la determinación 
enzimática, se realizó el siguiente ensayo. Se diluyo con AcB la solución stock 1:20 
y se incubó la solución diluida y un testigo de la solución sin diluir a 0°C y a 37 °C. 
Los resultados obtenidos pueden observarse en la Fig. 6.3.  
 Como puede observarse, la enzima es muy estable cuando esta en una 
concentración relativamente alta y en frío, conservando más del 90 % de la actividad 
inicial aun después de 4 horas. En contraste, cuando se diluye, la estabilidad 
disminuye bastante perdiendo aproximadamente la mitad de la actividad en ese 
período de tiempo. Wang y Keen 2 han encontrado el mismo efecto para una 
endopoligalacturonasa de Verticillum albo-atrum. Cuando esta enzima esta en el 
medio de cultivo es sumamente estable pudiendo incluso concentrarse a 40-45 °C sin 
mayores perdidas de actividad, pero pierde rápidamente la actividad cuando es 
purificada. Blanco y col. 13 también ha encontrado una estabilidad muy grande para 
una PGasa de S. cereviciae la cual pierde menos de un 5% de la actividad cuando se 
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la incuba a 37°C por el término de una hora. 
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Figura 6.3: Actividad PGasa en función del tiempo de 
incubación a temperatura constante. = Solución stock 
a 0°C. ¢ Solución stock a 37°C  p Solución diluida a 
0°C. q Solución diluida a 37°C  
 
 Observando estos resultados, se determinó que para las medidas de rutina es muy 
importante realizar las diluciones a último momento y homogeneizarlas, o bien por 
inversión, o utilizando el vortex pero durante un tiempo extremadamente corto 
(habitualmente con un par de pulsos de un segundo o menos es suficiente para 
conseguir una buena homogeneidad). 
 Es habitual que las enzimas se vean afectadas en su actividad por la presencia de 
cationes en la mezcla de reacción 40, 5. Este efecto podría alterar las medidas de los 
cultivos ya que el medio de cultivo posee varios cationes indispensables para el 
crecimiento del G. klebahnii.  
 Para investigar si dichos metales poseen algún efecto sobre la enzima, se realizó la 
siguiente experiencia. Se incubaron alícuotas de la solución stock con diferentes 
concentraciones de dichos metales, los cationes ensayados fueron Ca2+, Mg2+, Co2+, 
Cu2+, Fe2+, Zn2+ y Mn2+ por ser estos los más frecuentes en los medios de cultivo. En 
todos los casos se ensayaron dos concentraciones distintas, 1.0 y 10 mM. 
 Para el ensayo, se incubó la solución stock con cada uno de los metales a 37°C 
durante 30 minutos y luego se procedió a la medida de la actividad enzimática con la 
técnica habitual, luego de las diluciones correspondientes, la concentración de los 
metales en las mezclas de reacción fueron 5,0 x 10-3 y 5,0 x 10-2 mM 
respectivamente. Las muestras se incuban previamente a la medida porque la 
inactivación de las enzimas por metales suele no ser inmediata y en caso de realizar 
la adición de los cationes sobre la mezcla de reacción en el momento de comenzar la 
cinética, puede que en los 10 minutos de reacción no se observe ningún efecto. 
 No se encontraron diferencias significativas en la actividad medida con respecto a 
los testigos sin tratamiento salvo el caso de la incubación con la solución 10mM de 
Cu+2, en este caso, la actividad recuperada fue del 75 %. Wang & Keen 2 reportan un 
valor de Ki = 7.0 x 10-3 mM para la endo-PGasa de Verticillium albo-atrum lo que 
representa un 58 % de inhibición para una concentración 5,0 x 10-2 mM de Cu+2. 
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Cabe destacar que esta es una concentración prácticamente imposible de encontrar en 
un medio de cultivo. Esto indica que la actividad enzimática puede ser medida sin 
interferencia directamente en el sobrenadante de los cultivos, siempre y cuando la 
concentración de azúcares reductores lo permita. 
 Otro ensayo realizado para ver las posibles interferencias en la medida fue la 
medida de la actividad enzimática preparando las soluciones de PGasa y de PGA en 
buffer acético/acetato preparado con Na+ o con K+. En esta prueba no se obtuvieron 
diferencia significativas entre uno y otro buffer. 
 Sakai y col. 41 reportan que a concentración 1.0 mM de Ca+2 en la mezcla de 
reacción se observa una actividad residual del 44% de la del testigo. Para verificar 
este posible efecto, se estudió el efecto del Ca+2 a concentraciones mayores que las 
de la experiencia anterior, no incubando la enzima previamente sino agregando dicho 
catión directamente en la mezcla de reacción en concentraciones variables, desde 0 a 
2.5 mM. La actividad enzimática se ve fuertemente inhibida a concentraciones 
relativamente bajas (Fig. 7.3), este resultado es concordante con la PGasa de 
Monilinia fructicola la cual pierde más de un 50% de la actividad control con 
concentraciones de 0.6 g.L-1 de calcio 42 y con una PGasa de A. niger cuya actividad 
se ve reducida hasta un 36% en presencia de Ca+2 2,0 mM 26. A diferencia del trabajo 
de Sakai antes mencionado, en nuestro caso el Mg+2 posee un efecto activador (Fig. 
7.3).  
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Figura 7.3:  Actividad recuperada con el agregado de 
diferentes cantidades de MgSO4.7H2O (p) y CaCl2 
(=) en la mezcla de reacción. 
 
 Cuando se ensayó el efecto combinado de ambos cationes, se observó que el 
efecto inhibitorio del Ca+2 en concentración 0.5 mM, es parcialmente revertido por 
concentraciones crecientes de Mg+2 (Fig. 8.3).  
 Cuando las soluciones de dichos cationes se prepararon a partir de SO4-2 o Cl-, no 
se encontraron diferencias entre las medidas de inhibición y activación, lo que indica 
que el efecto es causado por el catión y no por el anión. La Fig. 9.3 muestra los 
resultados de dicha experiencia en la que ensayó el efecto del MgSO4 y MgCl2 en 
concentraciones 0.5, 1.5 y 2.0 mM y la reversión de la inhibición de 1.0 mM de 
CaCl2 causada por concentraciones 1.0 mM de MgSO4 y MgCl2.  
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Figura 8.3: Actividad relativa con el agregado de 0.5 
mM de CaCl2 y diferentes cantidades de MgSO4.7H2O. 
 
 Las causas de este comportamiento excede los límites de nuestro plan de trabajo y 
aún deben ser elucidadas. 
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Figura 9.3: actividad relativa en presencia de diferentes 
cantidades de MgSO4.7H2O (q) y MgCl2 () y con 
CaCl2 1.0 mM, en presencia y ausencia de 1.0 mM de 
MgSO4.7H2O (p) y MgCl2 (¢) 
 
 
3.3.3 Determinación de constantes cinéticas de la PGasa de G. 
klebahnii.  
 A fin de determinar las constantes cinéticas de la enzima, se determinaron las 
velocidades iniciales con diferentes concentraciones de sustrato, desde 0.1 a 2.5 g.L-
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1. Durante la colorimetría, el gel formado por el sustrato a concentraciones mayores 
de 2 g.L-1, hubo de ser removido por centrifugación. Para esta determinación, se 
realizaron quintuplicados de las muestras.  
 Como puede verse en la figura 10.3, la cinética de hidrólisis del PGA puede ser 
descripta por una cinética del tipo de Michaelis-Menten la cual responde a una 
ecuación del tipo  
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Figura 10.3: Gráfica de Michaelis -Menten. Velocidad 
inicial en función de la concentración inicial de 
sustrato. 
 
 Los parámetros cinéticos Km y Vmax fueron calculados a partir de la 
transformación de  Hanes-Hultin 43. 
 
S
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K
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S
V
m
max max
0
0
0= +  
 
donde So es la concentración inicial de sustrato y Vo la velocidad inicial de la 
reacción. 
 La figura 11.3 muestra la gráfica de esta ecuación, a partir de ella pueden 
determinarse fácilmente los parámetros cinéticos de la enzima. Esta transformación 
tiene la ventaja con respecto a las demás linealizaciones de la ecuación de Michaelis-
Menten que no agrupa los datos lejos del origen tal como lo hace la doble recíproca o 
de Lineweaver-Burk sino que distribuye uniformemente los datos a lo largo de la 
gráfica. 
 El KM aparente para dicha reacción es de 0.189 g.L-1, dicho valor fue calculado a 
través de la regresión de la ecuación antes mencionada. Cabe destacar que este valor 
de Km bajo con respecto a otros reportados para diferentes PGasas de diversos 
orígenes 44, 45 y según puede verse en la tabla II.3, muestra que la PGasa de G. 
klebahnii posee propiedades cinéticas más cercanas a las de levaduras que a las de 
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hongos filamentosos y vegetales. 
 Este valor confirma que la concentración elegida para la medida es la correcta ya 
que es mayor que 10 x Km. 
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Figura 11.3: Gráfica de Hanes-Hultin. 
 
 Para verificar si el método puede ser utilizado en la medida directa en medios de 
cultivo, se midió la actividad encontrada en diferentes diluciones del sobrenadante de 
un cultivo batch de G. klebahnii ATCC 42397 crecido en el medio testigo. Las 
medidas se realizaron por triplicado. Los resultados se indican en la Tabla III.3. 
Como puede verse, no se encontraron diferencias significativas en las actividades 
recuperadas. Cuando la muestra tiene baja actividad, se pueden utilizar mayores 
tiempos de incubación sin que se observen diferencias significativas. 
 
Dilución del sobrenadante 
Tiempo 
(min) 
Actividad recuperada (U.mL-1) 
1:15 10 14.3 
1:40 10 15.0 
1:100 30 14.1 
 
Tabla III.3: Actividad medida en sobrenadantes de 
cultivos de G. klebahnii a diferentes diluciones con la 
técnica optimizada. 
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Capitulo 4 
Estudio del crecimiento de G. klebahnii. 
 
 
4.1 Introducción 
 
4.1.1 Nomenclatura utilizada en el presente capítulo 
 
FCE Fuente de Carbono y Energía 
X Concentración de biomasa (g . L-1 o cmol . L-1)   
FN Fuente de nitrógeno 
S Sustrato (FCE) 
P  Producto (Etanol si no se indica lo contrario) 
rX Velocidad volumétrica de producción de biomasa (g . L
-1 . h-1 o cmol . L-1 . h-1) 
rS Velocidad volumétrica de consumo de FCE 
rO2 Velocidad volumétrica de consumo de O2  
rCO2 Velocidad volumétrica de producción de CO2 
rN Velocidad volumétrica de consumo de FN 
rH Velocidad volumétrica de producción de calor (KJ . L
-1 . h-1) 
qi Velocidad especifica de consumo o producción de algún metabolito (g . gX
–1 . h-1) 
µ Velocidad específica de crecimiento (h -1) 
YX/S Rendimiento de biomasa en función del sustrato (g . g
-1) 
YP/S Rendimiento de producto en función del sustrato  
YCO2/S Rendimiento de CO2 en función del sustrato  
y X/S Rendimiento de biomasa en función del sustrato (cmol . cmol
-1) 
y P/S Rendimiento de producto en función del sustrato  
y CO2/S Rendimiento de CO2 en función del sustrato  
mS Coeficiente de mantenimiento celular (gS . gX
-1 . h-1) 
D Velocidad de dilución en un cultivo continuo (h -1) 
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4.1.2 Marco teórico. 
 En este capítulo se vuelcan los resultados de una serie de estudios realizados a fin de 
recabar información acerca de la estequiometría, energética y cinética del crecimiento 
de G. klebahnii dado que en la bibliografía consultada no se ha encontrado información 
alguna al respecto. A fin de conseguir la información requerida, se realizaron estudios 
tanto en sistema batch como en cultivo continuo 
 Para los cálculos básicos se utilizó el modelo llamado de “caja negra”. En este 
modelo se considera que la célula es un compartimiento abierto que recibe un flujo de 
FCE, uno de fuente de nitrógeno y uno de O2 y del cual salen flujos de biomasa, CO2, 
H2O, algún producto (si lo hubiera) y energía (como calor). En este modelo no se hace 
ninguna suposición sobre el metabolismo celular. En la figura 1.4 se observa un 
esquema del modelo utilizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4: Esquema del crecimiento celular según el 
modelo de caja negra 
 
 La suma de los flujos de cada uno de los elementos (C, H, O, N) que ingresa al 
sistema, debe ser igual a la suma de los flujos de salida de ese elemento.  
 A fin de facilitar los cálculos debido a la complejidad de los compuestos 
involucrados (especialmente la biomasa) se define una cantidad determinada de cada 
sustancia denominada carbono-mol (cmol) como la cantidad de cualquier compuesto 
carbonado que contiene 12 g de carbono. 
 La ecuación que relaciona los flujos de ingreso y egreso del sistema queda definida 
de la siguiente forma. Se omite el flujo de agua ya que el cultivo se realiza en medio 
acuoso. 
 
1 1 2 2 2 2 3 3 3 23 2 2S a b N O X a b c P a b c CO H
r CH O r NH r O r CH O N r CH O N r CO r H+ + ¾¾® + + +  (1) 
 
 La conveniencia del uso del cmol queda en evidencia de esta forma ya que si se 
expresan los flujos en cmol . l-1 . h-1 se observa que: 
 
2S X CO P
r r r r= + +   (2) 
 
Si se divide a la primera ecuación por rS se obtiene la siguiente ecuación: 
 
rS 
rN 
2O
r
rH 
rP 
2H O
r
2CO
r
 
rX 
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2 2
1 1 2 2 2 3 3 33 2 2
O CON X P H
a b a b c a b c
S S S S S S
r rr r r r
CH O NH O CH O N CH O N CO H
r r r r r r
+ + ¾¾® + + + (3) 
 
 Las relaciones de velocidades resultan ser los coeficientes estequiométricos de cada 
uno de los componentes participantes de la ecuación de crecimiento. Por convención 
toman la siguiente denominación:  
 
2 2
2
                    O CON X P HX P CO
S S SS S S S S S
r rr r r r
a b y y y Q
r r r r r r
= = = = = =     (4) 
 
 Los coeficientes correspondientes a los productos son las cantidades que se obtiene 
de cada uno de ellos cada vez que se consume un cmol de FCE y se los denomina 
rendimientos.  
 Para calcular los coeficientes estequiométricos de la ecuación de crecimiento se 
deben medir todas las variables del cultivo, biomasa, FCE, velocidad de consumo de O2 
y de producción de CO2 y concentración de producto (si lo hubiera). El modo de cálculo 
de los rendimientos en cada sistema de cultivo se explican más adelante.  
 La composición macromolecular (cantidad y calidad de hidratos de carbono, 
proteínas, lípidos y ácidos nucleicos) de los diferentes microorganismos es muy 
variable. Incluso existe una gran variabilidad dentro de la misma especie en los 
diferentes estadíos de crecimiento sin embargo, la composición elemental es altamente 
conservada 1 2. 
 Analizando la composición elemental de una gran cantidad de microorganismos, 
tanto eucariotes como procariotes, se ha encontrado que existe una regularidad en su 
"fórmula mínima". Se puede definir un microorganismo estándar o promedio como 
aquel que posee la siguiente composición: CH1.8O0.5N0.2, siendo estos componentes el 
95% en masa del microorganismo (el 5% restante son sales), esta fórmula estándar 
resulta de mucha utilidad cuando no se cuenta con información acerca de la 
composición exacta del microorganismo bajo estudio.  
 Si se consume un C-mol de FCE (12 g de carbono) y la fuente de nitrógeno no aporta 
carbono, por la ley de conservación de la materia deberá haber 12 g de carbono del lado 
de los productos. Si los rendimientos se expresan en carbono mol de biomasa, CO2 o 
producto por carbono mol de FCE, la suma de los rendimientos de biomasa, CO2 y 
producto debe ser igual a uno. 
 De un balance similar al anterior pero para los electrones surge que, en un cultivo 
aerobio, todos los electrones disponibles de la fuente de carbono y energía deben 
repartirse entre el O2, la biomasa y los productos (si los hubiera). Para cuantificar la 
cantidad de electrones disponibles de una sustancia se define un parámetro llamado 
grado de reducción (g) 3. Este parámetro es igual a la cantidad de electrones que una 
sustancia puede entregar durante su combustión hasta un nivel de referencia dado, 
usualmente CO2, H2O y NH3, los que se toman como estado de referencia y como tal 
tienen un valor de g igual a 0 ya que no tienen electrones disponibles. Mediante el uso 
de balances elementales se demuestra formalmente que para un cmol de cualquier 
sustancia genérica CHaObNc, el valor de g (para la referencia antes mencionada) viene 
dado por: 
 
g = 4+a-2b-3c.   (5) 
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 Como ejemplo de estos parámetros la tabla I.4 muestra los valores de la fórmula 
molecular, fórmula del C-mol y g de algunos compuestos usualmente relacionados con 
diferentes cultivos microbianos. 
 
Compuesto Fórmula molecular C-mol Peso de 
un c-mol 
g* 
ácido oxálico C2H2O4 CHO2 45 1 
ácido fórmico  CH2O2 CH2O2 46 2 
ácido acético  C2H4O2 CH2O 30 4 
glucosa  C6H12O6 CH2O 30 4 
biomasa (estándar) --------- CH1.8O0.5N0.2 25.8 4.2 
glicerol  C3H8O3 CH2.66º 30.66 4.67 
etanol  C2H6O CH3O0.5 23 6 
metanol  CH4O CH4O 32 6 
metano CH4 CH4 16 8 
   * Tomando como referencia H2O, CO2 y NH3.  
 
Tabla I.4: Fórmula molecular, fórmula mínima y valores de 
grado de reducción para algunos compuestos carbonados 
comunes. 
 
Matemáticamente, estos dos balances quedan expresados como: 
 
2
1              Balance de carbono                      (6)
4          
o, reordenando                       Balance de grado de reducción      (7)                  
X CO P
S SS
S x X p P
s s
X X
S
S
y y y
b y y
y y
g g g
g
g
+ + =
- = +
+ 4 1   
P P
S
S S
bg
g g
+ =
 
 
donde 4b son los electrones de la fuente de carbono que van a parar al O2 para obtener 
energía a través de la cadena respiratoria. En caso de que la fuente de nitrógeno posea 
carbono, debe ser considerado dentro del balance correspondiente. 
 En el caso particular de G. klebahnii creciendo aeróbicamente con urea como fuente 
de nitrógeno y en condiciones en las que no genera producto, la ecuación 
estequiométrica se reduce a: 
 
HOwHCOyXybO)NH(aCOS
S
CO
S
X D+++¾®¾++ 22222 2      (8) 
 
 El balance de carbono resulta ser: 
 
    1
2
ayy
S
CO
S
X +=+ (9) 
 
 En cuanto al balance de grado de reducción, no se ve alterado si se utiliza como nivel 
de referencia para el nitrógeno a la urea.  
 No toda la FCE que se consume se utiliza para la producción de biomasa o 
productos. En todos los cultivos de microorganismos existe una fracción de FCE que se 
degrada a fin de obtener energía para mantener a las células viables. Esta energía se 
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destina al recambio de proteínas, de m-RNA, en las bacterias gram positivas, al 
recambio de pared, a mantener gradientes de pH, electroquímicos u osmóticos y 
también se gasta en ciclos fútiles. A esta fracción de FCE se le llama energía de 
mantenimiento. 
 Para explicar este concepto es conveniente volver a la ecuación (1) e introducir en 
ella el postulado de Pirt 4 que dice que existe un cierto flujo de FCE, proporcional a la 
cantidad de biomasa, que se destina al mantenimiento celular 
 
.m sr m X=                 (10) 
 
donde rm es la velocidad de consumo de FCE utilizada para el mantenimiento celular y 
mS, es el coeficiente de mantenimiento celular, la cantidad, en gramos o cmol, que se 
consume de FCE por unidad de tiempo y de cantidad biomasa. 
 Si la ecuación 1 se desdobla en una que contenga al flujo de FCE destinado al 
crecimiento rc y otra que incluya al flujo destinado al mantenimiento rm, queda el 
siguiente sistema. Por simplicidad se considera que no hay formación de producto 
(aunque el tratamiento en ese caso es exactamente el mismo) y se omite el flujo de agua. 
 
2 23 ( ) 2 ( ) 2
                                                                                                        (11)
                  Crecimiento        (12)
S c m
c N O c X CO c
m
r r r
rFCE r NH r O r X r CO
r FCE
= +
+ + ¾¾® +
+
2 2( ) 2 ( ) 2
                                         Mantenimiento    (13)O m CO mr O r CO¾¾®
 
 
 El rendimiento observado resulta, tal como se derivó de la ecuación 1, de dividir el 
flujo de biomasa por el flujo total de FCE. 
 
                                         (14)X XX
S
S c m
r r
y
r r r
= =
+
 
 
 Si se divide rX por rc se obtiene el valor del rendimiento verdadero maxX
S
y  que 
representa la cantidad de biomasa que se obtendría a partir de un carbono mol de FCE si 
no existiera mantenimiento. 
 
max                                         (15)
X
S
X
c
r
y
r
=  
 
Si se invierte la ecuación 14 queda: 
s c m
X X X
r r r
r r r
= +  
 
     .     XComo r Xm= Þ  
 
max
1 1
                            (16)s
X X
S S
m
y y µ
= +  
 
 Reordenando la ecuación 16 se llega a:  
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max
                        (17)XS S
X
S
r
r m X
y
= +  
 
 La ecuación 17 se conoce como ecuación de Pirt.  
 El rendimiento verdadero y el coeficiente de mantenimiento celular dependen 
principalmente del microorganismo pero también dependen en forma muy marcada del 
entorno en el cual debe crecer. Cuando el microorganismo crece en las condiciones 
optimas de temperatura, pH y presión osmótica los valores de mS se hacen mínimos y 
pueden aumentar más de diez veces cuando dichas condiciones se modifican. En la tabla 
II.4 se hace referencia a algunos datos bibliográficos que ilustran este comportamiento 4 
5. 
 
Microorganismo  FCE FN Condiciones de 
crecimiento 
mS 
gS gX
-1 h-1 
Klebsiella aerogenes Triptofano NH4Cl (2 g/L) Anaeróbico  2.88 
Klebsiella aerogenes Triptofano NH4Cl (4 g/L) Anaeróbico  3.69 
Klebsiella aerogenes Glucosa NH4Cl Aeróbico 0.06 
Saccharomyces cerevisiae Glucosa NH4Cl Aeróbico C.C. a D = 0.15 0.016 
Saccharomyces cerevisiae Glucosa  Anaeróbico 0.036 
Saccharomyces cerevisiae Glucosa  anaeróbico NaCl 1M 0.360 
Azotobacter vinelandii  N2  O2 disuelto 0.2 Atm 1.5 
Azotobacter vinelandii  N2 O2 disuelto 0.02 Atm 0.15 
Bacillus coagulans Glucosa NH4Cl C.C. D = 0.4 h
-1  0.16 
 
Tabla II.4: valores del coeficiente de mantenimiento para 
diferentes condiciones de cultivo. 
 
4.1.3 Balances de materia en el biorreactor. 
 
 La figura 2.4 muestra un esquema general de un cultivo en un biorreactor. Se indica 
el flujo de entrada (F1) y salida (F2), SR indica la concentración de FCE en el deposito 
de alimentación (puede ser el limitante o no), X, S y P son las concentraciones de  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4: Diagrama esquemático de un cultivo en 
biorreactor. 
F1, SR 
F2 , S , X , P 
X               S
 
 
         P 
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biomasa, FCE y producto respectivamente en el biorreactor y, si se acepta la hipótesis 
de mezclado perfecto, como la composición del reactor es homogénea, es también la 
concentración de dichas sustancias en el flujo de salida. 
 Dependiendo del sistema de cultivo que se use algunos de los flujos arriba 
mencionados pueden ser nulos. En un sistema batch, F1 y F2 son nulos y el sistema es 
cerrado para la fase líquida, en un sistema tipo batch alimentado, F1 es distinto de cero y 
F2 es nulo y en un sistema de cultivo continuo, F1 y F2 son iguales entre si y distintos de 
cero. 
 Para llevar a cabo un estudio cinético de un cultivo se realiza un balance para las 
diferentes propiedades de estado (biomasa, FCE, producto, etc) teniendo en cuenta para 
cada una de ellas la cantidad que entra, la que sale, la que se genera dentro del reactor y 
la que se consume dentro del mismo. 
 En forma general, matemáticamente dicho balance queda expresado como: 
 
1 2r e A
dAV
F A F A Vr
dt
= - ±   (18) 
 
donde dAV/dt es la velocidad de acumulación de la propiedad extensiva A (como 
cantidad absoluta), F1 y F2 son los caudales de ingreso y egreso de medio al reactor en 
litros por hora, Ar y Ae son las concentraciones de A en la alimentación y en el reactor 
respectivamente, V es el volumen del reactor y rA es la velocidad volumétrica de 
producción o consumo de A respectivamente. Si el mezclado es perfecto, Ae dentro del 
reactor y Ae en la corriente de salida, son iguales. 
 
Cultivos batch:  
Tal como se indicó anteriormente, en los cultivos en batch no entra ni sale medio de 
cultivo por lo que los flujos F1 y F2 son nulos y el volumen es constante durante todo el 
cultivo. 
 Para este caso en particular, los balances de materia quedan representados por: 
 
                                                (19)
                                                   (20)
X X
S S
dXV dX
Vr r
dt dt
dSV dS
Vr r
dt dt
= Þ =
= Þ =
 
 
 Debido a que en este tipo de cultivos es imposible medir en forma precisa el valor de 
rX y rS, no pueden calcularse los rendimientos como una relación de velocidades, tal 
cual surge de la relación de flujos (ec 4). En los cultivos en batch se calculan los 
rendimientos globales, utilizando para el cálculo el valor integrado de cada una de las 
velocidades durante toda la fase de crecimiento. 
 Por las ecuaciones 19 y 20 resulta: 
 
X
S
dx X
y
ds S
D= -
D
;  
 
Análogamente 
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2
2( ) 2( )                            tot totP CO
S S
CO OP
y y b
S S S
D= - = - =
D D D
 
 
 Una vez calculados los rendimientos, los balances de carbono y grado de reducción 
se calculan tal cual se indica en las ec 6 y 7. 
 
Cultivos continuos. 
 El cultivo continuo tiene la particularidad de que F1 y F2 son iguales entre si, por lo 
que el volumen permanece constante, luego: 
 
21 er
A
F AF AdA
r
dt V V
= - ±  
 
a la relación F/V , que es constante si F es constante, se la denomina velocidad de 
dilución (D) y es una variable experimental muy importante en este tipo de cultivo. 
Tiene unidades de h-1. A la inversa de D se la denomina tiempo de retención y equivale 
al tiempo que transcurre mientras fluye por el reactor un volumen de medio igual al 
volumen del cultivo. 
 En estado estacionario:  
 
0=±-= Ar rA
~DDA
dt
dA  
 
para cualquiera de las variables extensivas del cultivo. 
 Para el caso particular de la biomasa (X), no se incorpora con el medio (Xr = 0) y 
sólo se produce dentro del reactor. La ecuación de balance para biomasa es: 
Þ=m
Þ=mÞm=
=+-=
DXX
X-DXXsi
rDX
dt
dX
X
0r 
0
X  
 
          Dm =  
 
 Como µ queda fijo a través del caudal de alimentación y no depende de los 
componentes del medio de cultivo o de los parámetros físicos del cultivo (pH, 
temperatura, etc.), se puede estudiar el efecto de cualquiera de estas variables (por 
ejemplo diferente fuente de carbono) con la seguridad de que un cambio observado en 
un parámetro determinado estará causado por dicho cambio y no a la variación que este 
cambio produce en la velocidad de crecimiento. 
 La ecuación de balance para el FCE toma la siguiente forma: 
 
)S~S(Dr
rS~DDS
dt
dS
rS
Sr
-=
=--= 0
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 Dado que en este tipo de cultivo tanto las velocidades volumétricas como las 
específicas pueden ser calculadas con gran exactitud, los rendimientos se calculan en 
función de ellas y no de las cantidades globales como en el batch. En este caso 
tendremos: 
 
S
O
S
CO
S
CO
S
X
S
X r
r
b
r
r
y
r
r
y 22
2
     o        ,      ===  
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4.2 Materiales y métodos 
 
4.2.1 Cepa. 
Se utilizó en todos los caso el Geotrichum klebahnii (G. klebahnii) ATCC 42397. Como 
no se dispone de su composición elemental, se utilizó la propuesta por Dekkers y col 6 
para Sacharomyces cerevisiae creciendo en un medio definido limitado en glucosa 
(CH1.83O0.56N0.17). Con esta composición, suponiendo un 5 % de sales, el peso del 
carbono mol de biomasa es de 26.45 y el grado de reducción con respecto a la urea es 
4.2. 
4.2.2 Mantenimiento de la cepa. 
 
 La cepa se conserva a -70°C en glicerol al 15 % (V/V). Se repica en un medio de 
mantenimiento y se la mantiene bajo vaselina a 4°C durante aproximadamente 6 meses. 
Este cultivo es el que se utiliza para sembrar todos los cultivos realizados tanto en batch 
como en cultivo continuo. 
 
4.2.3 Medios de cultivo. 
 
 Medio de mantenimiento: 
 
Componente Concentración 
Peptona de carne 5 g.L-1 
Extracto de levadura 5 g.L-1 
Glucosa 20 g.L-1 
Agar 20 g.L-1 
PH 5.0 
 
Medio de referencia (MR):  
 Los trabajos reportados sobre cultivos de G. klebahnii por Sakai y col fueron 
realizados en un medio complejo, llamado por el autor GYP (20 g.L-1 de glucosa, 5 g.L-1 
de peptona de carne y 5 g.L-1de extracto de levadura) 7. 
 Los medios complejos poseen una serie de inconvenientes para el tipo de estudios 
que se quería realizar. 
Ø Es muy engorroso estudiar su composición química y más difícil aun conocer su 
composición macromolecular. La naturaleza de los las peptonas y extracto de 
levadura cambia de una marca a otra e incluso de una partida a otra. Dado que no 
había reportado ningún medio sintético para el crecimiento de este microorganismo, 
se diseñó el utilizado como testigo siguiendo los lineamientos dados por Fiechter 8. 
Este medio fue probado en cultivos batch y en sistema continuo (ver más adelante). 
 
 
Componente Concentración 
Glucosa 5.0 g.L-1 
PO4HK2 1 g.L
-1 
CaCl2.2H2O  0.1 g.L
-1 
MgSO4 . 7H20 0.6 g.L
-1 
Urea 0.6 g.L-1 
Ac. Cítrico 0.45 g.L-1 
Solución de cationes 1 mL.L-1 
Solución de aniones 1 mL.L-1 
Solución de vitaminas 1 mL.L-1 
pH 5.0 
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Solución de Vitaminas * 
Ácido Fólico 6 mg.L-1 
Inositol 6 mg.L-1 
Biotina 6 mg.L-1 
Pantotenato de Ca  0.80 g.L-1 
Ácido p-amino benzoico 0.80 g.L-1 
Riboflavina 0.80 g.L-1 
Piridoxina 1.60 g.L-1  
 
Solución de Aniones * 
Componente Concentración 
Na2MoO4 . 2H2O  0.65 g.L
-1 
IK 0.1 g.L-1 
BO3H3 0.1 g.L
-1 
 
Solución de Cationes * 
Ácido cítrico 0.60 g.L-1 
CoCl2 . 6H20  0.15 g.L
-1 
MnSO4 .H2O 3.00 g.L
-1 
ZnSO4 .7H2O 5.00 g.L
-1 
FeSO4 .7H2O 15.0 g.L
-1 
CuSO4.5H2O 0.75 g.L
-1 
PH 1.5 
 
 
 
(*) Soluciones stock 1000X y agregadas al 
medio a razón de 1 mL.L-1, las vitaminas y la 
urea se esterilizan por filtración. 
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4.2.4 Cultivos en batch 
 
 Reactor: para la realización de estos cultivos se utilizó un biorreactor LKB de 4 
litros de capacidad, el cultivo se agitó a 500 RPM y se le suministró aire con un caudal 
de 0,6 L . min-1. 
 Medida de oxígeno disuelto: durante el cultivo se midió el nivel de O2 disuelto con 
un electrodo de tipo polarográfico (Ingold). 
 Medida de gases: los niveles de O2 y CO2 en el gas de salida del reactor se 
determinaron con un detector Servomex de tipo paramagnético y con un detector Horiba 
Pir 2000 con sensor infrarrojo respectivamente. Con estos datos y el valor del caudal de 
aire se determinaron las velocidades de consumo de O2 y producción de CO2.  
 La velocidad de consumo de O2 y producción de CO2 se determinan a través de un 
balance de materia sobre la fase gaseosa. Midiendo la composición del gas a la salida 
del reactor pueden calcularse las velocidades de consumo de O2 y producción de CO2 
por medio de las siguientes ecuaciones. 
 
2
0 2 2 2 1
2 2 2 2
(% ) (% ) . 0.79
. . 60 .
 . 22.4 100 (% ) (% ) 79O
T O OF
r
V T O CO
æ ö
= - -ç ÷- -è ø
 
 
2
0 2 2 2 1
2 2 2 2
(% C ) (% C ) . 0.79
. . 60 .
 . 22.4 100 (% ) (% ) 79CO
T O OF
r
V T O CO
æ ö
= -ç ÷- -è ø
 
 
 En donde F es el caudal de alimentación de aire medido en litros por minuto, 0.79 es 
el porcentaje de nitrógeno en el aire, V es el volumen del cultivo en litros, T0 y T son 
273 K y la temperatura de trabajo (la de los gases), 22.4 es el volumen ocupado por un 
mol de gas en condiciones normales de temperatura y presión. 
 En reactores grandes, de tipo industrial este valor de velocidad debiera estar 
corregido además de por la temperatura, por la diferencia de presión entre la que existe 
en la entrada de gases y 1 Atm (CNTP) ya que la altura de líquido sobre la entrada de 
gases suele ser apreciable y además es normal trabajar con una presión mayor de la 
atmosférica en el espacio cabeza del reactor. Sin embargo, para reactores pequeños 
como el usado en estas experiencias puede despreciarse dicha corrección. Los 
subíndices 1 y 2 representan porcentajes a la entrada y salida del reactor 
respectivamente. Las ecuaciones expresan la velocidad de consumo de O2 y producción 
de CO2 en moles por litro de cultivo y por hora. 
 La cantidad total de O2 consumido y CO2 producido durante el cultivo se calculan 
como la integral de la velocidad correspondiente en función del tiempo 
 
2
0
2
0
2
2
  
  
f
f
t
O
t
t
CO
t
O total consumido r dt
CO total producido r dt
=
=
ò
ò
 
 
 Biomasa: dado que el microorganismo no forma pellets compactos cuando se lo 
centrifuga, la determinación de peso seco no puede hacerse por centrifugación y debió 
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ser realizada por filtración en membrana de celulosa. El filtro utilizado fue de 0,45 mm 
de poro (E04WP04700, MSI, USA). La biomasa retenida se lavó y secó a peso 
constante a 80°C 9. 
 Determinación de fuente de carbono: la glucosa se determinó por el método 
enzimático de glucosa oxidasa (Wiener lab. Argentina) 10. 
 Determinación de etanol: El etanol fue determinado mediante el método enzimático 
de Boehringer Mannheim. 
 Determinación de amonio: El amonio se determinó mediante el método de azul de 
indofenol. Para tal fin se utilizó el Kit de Uremia (Wiener lab. Argentina).  
 Medidas de pH: Fue monitoreado con un electrodo de vidrio (Mettler Toledo)  
 Con todos estos datos, se realizaron los cálculos estequiométricos correspondientes. 
Para que los cultivos en el biorreactor fueran cinéticamente comparables a los cultivos 
en erlenmeyer (en los que se estudió ampliamente la expresión de la PGasa), se 
inocularon con una suspensión realizada a partir de cultivos en agar inclinado 
conservando la relación número de tubos / volumen de cultivo igual a los cultivos en 
erlenmeyers. 
 
4.2.5 Cultivos continuos 
 
 En esta serie de cultivos se utilizó como base el medio de referencia antes citado 
(MR) el cual está limitado en glucosa y en él se fueron variando los diferentes 
componentes o parámetros a estudiar. Las modificaciones realizadas al medio de 
referencia para adaptarlo a las demás limitaciones fueron las siguientes (los demás 
componentes en cada caso fueron los del MR):  
a.- Limitado en fósforo: K2HPO4 0.043 g L-1 
b.- Limitado en nitrógeno: Urea 0.075 g L-1 
c.- Limitado en vitaminas: Solución madre de vitaminas 0.01 mL L-1 
 Todos los cultivos se realizaron en un biorreactor Inceltech LH serie 210 de 1 L de 
volumen útil máximo, control automático de temperatura y pH y monitoreo de O2 con 
electrodo polarográfico. El volumen del cultivo fue de 700 mL, la velocidad de dilución 
(D) utilizada fue de 0,2 h-1, salvo que se indique lo contrario, el pH se mantuvo en 5.0 ± 
0.1 por el agregado de solución 1,0 N de H2SO4 o NaOH. En todos los continuos se 
determinó "on line" temperatura, pH, agitación y O2 disuelto.  
 El comienzo de todos los cultivos fue similar. El biorreactor, conteniendo un litro de 
medio de cultivo, fue sembrado directamente de un agar inclinado. Una vez agotado el 
sustrato limitante se abre el tubo de rebalse con lo que el volumen disminuye a 700 ml 
(volumen de trabajo) y se comienza con la alimentación del medio correspondiente. Por 
regla general, aun en aquellos cultivos que se mantuvieron con una limitación distinta a 
la FCE, la alimentación con el medio correspondiente se comenzó en el momento en 
que el O2 disuelto comenzó a aumentar, señal de que el batch ha alcanzado la fase 
estacionaria. 
 A fin de asegurar que se haya alcanzado el estado estacionario se dejó transcurrir 
alrededor de 10 tiempos de retención antes de tomar las muestras de cultivo para 
realizar las medidas correspondientes. 
 Para tomar la muestra correspondiente se recogió el efluente del biorreactor en un 
recipiente sobre hielo y esa muestra se fraccionó, 25 ml para medida de peso seco y el 
resto para determinaciones analíticas, actividad enzimática, FCE, etc. De cada estado 
estacionario se tomaron tres muestras separadas al menos 4 tiempos de retención entre 
Capítulo 4.                                            Estudio del crecimiento de G. klebahnii. 
 64
si. 
 Luego de cada cambio de condición de cultivo se dejó transcurrir al menos 10 
tiempos de retención a fin de asegurar que se hubiera llegado a un nuevo estado 
estacionario. 
 Las medidas de pH, O2 disuelto , gases a la salida, peso seco y FCE remanente se 
realizaron de igual forma que en los cultivos batch. 
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4.3 Resultados y discusión. 
 
4.3.1 Cultivos batch 
 La tabla III.4 muestra los datos del cultivo realizado en batch en el biorreactor LKB 
utilizando el medio de referencia. En este caso no se controló el pH (sólo se midió) ya 
que durante el cultivo la incorporación de urea no lo modifica y se quería verificar si 
aumentaba al agotarse la fuente de carbono. 
 
Tiempo 
(Horas) D.O. pH 
X 
(g . L-1) 
S 
(g . L-1) 
rO2 
mmol.L-1.h-1 
rCO2 
mmol.L-1.h-1 
CR 
mol CO2 
mol O2 
0 0.03 5.44 0.01 4.94 0.263 0.290 1.103 
2.5 0.032 5.48 0.01 4.74 0.467 0.309 0.662 
4.5 0.047 5.51 0.01 4.47 0.676 0.329 0.487 
6.5 0.101 5.53 0.01 4.92 0.801 0.416 0.519 
8.5 0.153 5.48 0.01 4.82 0.443 1.010 2.280 
10.5 0.206 5.50 0.04 4.49 0.878 1.021 1.163 
12.5 0.348 5.53 0.01 4.29 0.669 1.032 1.543 
14.5 0.573 5.64 0.02 4.12 1.491 1.564 1.049 
17 0.995 5.69 0.22 3.85 2.585 2.852 1.103 
18.5 1.27 5.62 0.28 3.57 3.162 3.388 1.071 
21 2.2 5.69 0.86 2.28 6.154 6.454 1.049 
23.5 5.1 5.78 1.89 0.94 15.171 15.691 1.034 
25 7 6.19 2.52 0.03 3.929 5.361 1.364 
26 7.32 6.6 2.44 0.03 3.461 3.616 1.045 
27.5 7.2 6.95 2.39 0.01 0.935 1.706 1.825 
  CR: Cociente respiratorio 
Tabla III.4: Datos experimentales del cultivo de G. 
klebahnii con glucosa, urea y sales. 500 RPM y 0.6 L.min -
1 de aireación. 
 
 En los primeros datos, donde la biomasa es muy pequeña, los valores de rO2 y rCO2  
son muy pequeños y los errores se magnifican por lo que el valor del cociente 
respiratorio (CR) está completamente alejado de la unidad. 
 En las figuras 3.4 y 4.4 se observa la curva de crecimiento de G. klebahnii sobre el 
medio de referencia así como las curvas de consumo de O2 y producción de CO2. 
Debido a que G. klebahnii posee en estas condiciones una fase lag relativamente larga, 
se omiten los datos correspondientes a las primeras 7 horas de cultivo. Puede observarse 
que una vez agotada la fuente de carbono el pH del cultivo comienza a aumentar. Este 
efecto se debe a que la urea debe ser hidrolizada a amoníaco y dióxido de carbono para 
poder ser incorporada en la biomasa. Mientras hay fuente de carbono disponible el 
amoníaco es asimilado a la biomasa pero cuando se agota la fuente de carbono y se 
detiene el crecimiento, el amoníaco se libera al medio de cultivo, alcalinizándolo. El 
aumento de pH se corresponde con un aumento en la concentración de NH4+ en el 
medio. Este comportamiento se corroboró experimentalmente. 
 De la curva de crecimiento se determinó un valor de µmax de 0,45 h-1 (r2 = 0.954), 
este valor es típico para el crecimiento de levaduras sobre monosacáridos 11. Fiechter y 
col 12 reportan una valor de µmax de 0,40 h-1 para Trichosporom cutaneum creciendo 
sobre glucosa como FCE. 
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Figura 3.4: Fuente de carbono, pH y curva de crecimiento 
de G. klebahnii creciendo en el medio de referencia. 
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Figura 4.4: velocidad de consumo de O2 (¿) y de 
producción de CO2 () en función del tiempo . 
 
En la tabla IV.4 se indican las cantidades medida de cada una de las variables así como 
el valor de los rendimientos y de los balances correspondientes. 
 
DS 
g.L-1 
DX 
g.L-1 
O2 tot 
mM 
CO2 tot 
mM X S
y  
2CO
S
y  b BC Bg 
4.93 2.38 78.828 84.691 0.549 0.504 0.480 1.053 1.056 
 
Tabla IV.4: Análisis estequiométrico de una cultivo batch 
de G. klebahnii limitado en glucosa y con urea como FN. 
Los rendimientos están expresados en cmol.cmol-1.  
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 Teniendo en cuenta el carbono de la urea (ec. 9) el valor esperado para el balance de 
carbono es 1.05. Estos resultados en los balances indican que en estas condiciones de 
crecimiento el microorganismo no genera ningún producto carbonado en cantidad 
mensurable. Datos semejantes han sido informados para Trichosporom cutaneum. 
Fiecchter reporta un rendimiento de 0.55 gX/gS, un cociente respiratorio cercano a uno 
durante todo el cultivo y ninguna formación de productos distintos de biomasa y 
dióxido de carbono 12 
 El cultivo realizado con (NH4)2SO4 como fuente de nitrógeno arrojó resultados 
similares en cuanto a rendimiento y cinética de producción de biomasa. 
 Creciendo a máxima velocidad, al final de la fase exponencial, en la salida de gases 
puede sentirse un aroma a ácido sulfhídrico, si el aire de salida se burbujea en una 
solución de acetato de plomo se observa un precipitado negro de sulfuro de plomo. 
Estos resultados indican que el microorganismo es reductor de sulfato. 
 G. klebahnii no puede crecer con nitrato como fuente de nitrógeno ya que cuando se 
reemplazó la urea por cantidad equivalente de NaNO3 no se observó crecimiento. 
 Si los cultivos se limitan en O2, genera algún tipo de producto que posee aroma a 
manzana. Este producto no ha sido identificado por nosotros pero G. Pastore y col 13 han 
reportado la presencia de etil-isovalerato y etil-hexanoato así como etil-butirato y etil-
propionato en cultivos de Geotrichum sp. Aunque los autores no lo mencionan en el 
trabajo, teniendo en cuenta las condiciones de cultivo, 50 g/l de glucosa en erlemeyers 
agitados, puede asegurarse que estuvieron limitados en O2. La cantidad de estos 
productos es mínima ya que no alteran los balances de carbono y grado de reducción. 
 A diferencia de Trichosporom cutaneum 12, cuando G. klebahnii crece bajo 
limitación por O2, produce etanol (Fig 5.4).  
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Figura 5.4: Crecimiento , consumo de glucosa s, 
generación de etanol ¢ y  O2 disuelto qen función del 
tiempo en un cultivo de G. klebahnii limitado en O2. 
 
 Se observa claramente que desde que el cultivo se limita en O2 hasta que se agota la 
glucosa se produce etanol rápidamente, el cual es posteriormente metabolizado cuando 
se agota la glucosa. 
 En la tabla V.4 se resumen los datos del cultivo hasta el momento en que se acaba la 
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glucosa. 
 
DS 
g.L-1 
DX 
g.L-1 
DP 
g.L-1 
O2 tot 
mM 
CO2 tot 
mM X S
y  
2CO
S
y  P
S
y  b BC Bg 
5.32 2.31 0.45 66.77 68.54 0.504 0.386 0.11 0.376 1.00 1.07 
 
Tabla V.4: Análisis estequiométrico de una cultivo batch de 
G. klebahnii limitado en O2.Glucosa como FCE y urea 
como FN. Los rendimientos están expresados en 
cmol.cmol-1.  
 
 Los valores de los balances indican que no se genera ningún otro producto carbonado 
distinto del etanol que sea cuantitativamente significativo. 
 
4.3.2 Cultivos continuos. 
 
 Para estudiar el comportamiento estequiométrico y cinético de G. klebahnii en 
cultivo continuo se utilizó el medio de referencia (glucosa limitante) y se modificó la 
velocidad de dilución entre valores de 0.04 y 0.44 h-1. 
 En cada valor de D, una vez alcanzado el estado estacionario, se determino el peso 
seco, los valores de O2 y CO2 a la salida del reactor y el nivel de FCE remanente. Con 
esos valores se determinaron los rendimientos correspondientes. 
 Los valores de biomasa, FCE y el balance de carbono en estado estacionario se 
muestran en la figura 6.4. 
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Figura 6.4: Crecimiento, FCE remanente y balance de 
carbono en cultivo continuo a diferentes valores de D con 
el MR. 
 
 La biomasa se mantiene relativamente constante mientras D se mantiene entre 0.1 y 
0.35 h-1. Por fuera de estos límites la biomasa disminuye. La disminución en el peso 
seco a valores altos de D obedece al efecto de lavado causado por el incremento en la 
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concentración de FCE  remanente, cuando D = µmax, la concentración de biomasa se 
hace cero y el cultivo se lava. Para velocidades de dilución menores que 0.35 h-1 la 
concentración de glucosa fue siempre menor que 10 mg . L-1, lo que es razonable ya que 
el medio MR se diseño limitado en FCE.  
 De todos modos, la limitación en FCE fue confirmada en forma independiente 
realizando un cultivo continuo a un D de 0.2 en el que se cambió la concentración de la 
FCE (sin modificar la concentración de los demás componentes del medio) de 5 a 7 g . 
L-1 y se observó un cambio proporcional en la concentración de biomasa. 
 La disminución de biomasa que se observa a valores bajos de D se debe al efecto del 
mantenimiento celular. 
 Para todo el rango de D el balance de carbono es muy próximo a 1, indicando que no 
hay formación de producto más allá de biomasa y CO2 . 
 La ecuación de Pirt (Ec 17.4) puede expresarse en función de las velocidades 
especificas: 
maxS S
X
S
q m
y
m= + . 
 Para determinar los valores de ymaxX/S y mS se realiza una gráfica de qS vs D. De la 
ordenada al origen se calcula el coeficiente de mantenimiento celular y la inversa de la 
pendiente es el rendimiento verdadero (Fig. 7.4). 
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Figura 7.4: velocidad específica de consumo de FCE en 
función de la velocidad de dilución. Cultivo continuo en 
MR. 
 
 Los valores obtenidos para el crecimiento de G. klebahnii sobre glucosa son: ymaxX/S 
= 0.606 g  g-1 ,  mS = 0.0303 g . g-1 . h-1 o, lo que es lo mismo, 0.686 cmol . cmol-1 y 
0.0268 cmol . cmol-1 . h-1. Estos valores son del orden de los hallados para levaduras 4 1 
e indican que G. klebahnii es sumamente eficiente en la utilización de la FCE. 
 El mismo planteo puede realizarse teniendo en cuenta el consumo de O2. Si se 
considera que el O2 consumido durante el crecimiento se divide entre el que se usa para 
la síntesis de biomasa y el que se utiliza para el mantenimiento la velocidad de consumo 
de O2 puede dividirse en: 
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O
O
X
O my´
q +m=
2
 
 Si se realiza un gráfico de qO2 en función de µ, puede determinarse el valor de y´X/O y 
mO (Fig 8.4). 
 Los valores hallados para ymaxX/O y mO son 
2
12.03 X Og mol
-×  y 
2
3 1 11.32 10  O Xmol g h
- - -× × ×  respectivamente (
2
11.98 X Ocmol mol
-× . y 
2
1 10.035 O Xmol cmol h
- -× × ). Estos valores son comparables a los habitualmente hallados 
para levaduras y hongos 1. 
 Obsérvese que el valor obtenido para mO es sólo ligeramente superior a mS, esto es 
razonable ya que ambos valores no son independientes sino que están relacionados 
mediante el balance de grado de reducción. Si se introduce dicho balance en la ecuación 
de Pirt y se reordena se llega a: 
 
2 max
1
4 4
S SX
O S
X S
S
q D m
y
g gg
g
æ ö
ç ÷= × - × + ×
ç ÷
è ø
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Figura 8.4: Velocidad específica de consumo de O2 en 
función de la velocidad de dilución. 
 
de donde se deduce que: 
1 1
          y       
4 4X
S
S SX
O S m
X S
O
m m
y y
g gg
g
æ ö
= × = -ç ÷ç ÷è ø
 
 
 Los valores así calculados para mO e  YX/O son 0.0303 cmolX . molO2-1 .  h-1 y 2.45 
cmolX . molO2-1 (ver resultados experimentales más arriba). El hecho de que dos 
medidas absolutamente independientes entreguen valores similares refuerza la validez 
del modelo planteado. 
 
 Finalmente se determinó el valor de µmax en las condiciones de crecimiento del 
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cultivo continuo en MR. Para ello se utilizó el método de lavado. En este método se 
aumenta el valor de la velocidad de dilución hasta un 50 o 100 % por encima del valor 
de µmax estimado para el microorganismo. Al estar D por encima de µmax el sistema no 
puede llegar a estado estacionario, por lo que se observa que  
 
0<-m= X.FX..V
dt
dX
V  
 
y el cultivo se lava. Reordenando la ecuación anterior e integrando en ambos miembros, 
se llega a: 
 
)D.(t)Xln()Xln( m -m+= 0  
 
 De este modo, realizando un gráfico de ln(x) en función del tiempo, de la pendiente 
puede calcularse el valor de µmax. En este proceso, el valor de D se fijó en 0.6 h-1. La 
figura 9.4 muestra los resultados obtenidos. 
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Figura 9.4: Perfil del lavado de un cultivo continuo de G. 
klebahnii a una velocidad de dilución de 0.6 h -1. 
 
 De la experiencia anterior pudo determinarse un valor de µmax de 0.401 h-1, muy 
semejante al encontrado en batch lo cual es esperable ya que, a pesar de no ser las 
mismas condiciones de cultivo, el medio es el mismo en ambos casos. 
 Este resultado es menor que el hallado en la experiencia representada en la figura 6.4 
en la cual hay un punto a un D = 0.45. Puede que el dato de la figura anterior no esté en 
estado estacionario. Cuando la diferencia entre D y µmax es muy pequeña el tiempo que 
tarda el cultivo en lavarse puede ser muy largo y dos muestras sucesivas del mismo 
“estado estacionario” pueden dar valores similares de biomasa sin que en realidad el 
estado estacionario exista. 
 
 En la figura 10.4 se reproducen los valores experimentales de la figura 6.4 junto con 
el valor de biomasa y sustrato estacionario obtenidos por simulación suponiendo que G. 
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klebahnii obedece al modelo de Monod en el que la velocidad de crecimiento esta 
relacionada a la concentración de sustrato mediante la ecuación:  
max  
S
S
K S
m m=
+
 
 
 La simulación se realizó teniendo en cuenta además que la velocidad de consumo de 
sustrato obedece a la ecuación de Pirt: 
 
max
X
S S
X
S
r
r m X
y
= +  
 
 Para el cálculo de los datos se utilizaron los parámetros cinéticos y estequiométricos 
obtenidos anteriormente y se supuso una constante de afinidad para la glucosa (KS) 
igual a 0.01 g.L-1. 
 Dado que la determinación de KS no era objetivo de este trabajo, las muestras de 
cultivo no se tomaron con los recaudos necesarios pero, como la curva estimada 
representa a los datos experimentales en forma altamente satisfactoria, puede suponerse 
que G. klebahnii posee una constante de afinidad por la glucosa del orden del que 
supuso para la simulación. Tal como se mencionó más arriba, el punto de D = 0.45 
probablemente no corresponde a un estado estacionario. 
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Figura 10.4: valores de S y X calculados en base a los 
coeficientes cinéticos y estequiométricos de G. klebahnii. 
¢ Valores reales de biomasa,  valores reales de FCE. 
 
 Como conclusión resulta que el crecimiento de G. klebahnii en el medio RM puede 
representarse satisfactoriamente mediante los siguientes parámetros:  
µmax = 0.401 h-1   KS » 0.010 g.L-1  max 1 1 10.606      0.0303 X
S X S S S X
y g g m g g h- - -= × = × ×   
 
4.3.2.1 Efecto de otras limitaciones sobre el crecimiento de G. klebahnii. 
 Se estudió también la limitación en otros nutrientes distintos de la glucosa, los 
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valores de las velocidades especificas de consumo de glucosa y O2, así como de 
producción de CO2 se muestran en la tabla VI.4. Se muestra asimismo los valores de los 
rendimientos obtenidos en cada caso y los valores obtenidos para los balances de 
carbono y grado de reducción. 
 Estos resultados sugieren que G. klebahnii no posee metabolismo de sobreflujo 14, es 
decir, no produce productos carbonados distintos de biomasa y dióxido de carbono bajo 
limitaciones distintas de la fuente de carbono y energía. En este sentido, G. klebahnii se 
comporta como un microorganismo insensible a la glucosa 15, es decir, la incorporación 
de glucosa se controla por la velocidad de crecimiento independientemente del sustrato 
que sea el limitante. 
 En la tabla también se observa que los rendimientos bajo limitación por glucosa y 
por urea son similares entre si pero que son significativamente menores en los cultivos 
limitados por fosfato o vitaminas ya que están separados por más de tres desviaciones 
estándar de los primeros. En el caso de la limitación por vitaminas una de ellas (del pool 
completo) es el verdadero sustrato limitante. 
 Ya que no hay productos formados aparte de biomasa y CO2 (BC = 1.050) una 
explicación razonable para esta disminución en el yX/S es que exista una reducción en la 
eficiencia de la utilización de la fuente de carbono. Esta disminución en la eficiencia 
puede deberse a:  
¨ una eficiencia reducida en la síntesis de la biomasa (menor cantidad de biomasa que 
puede generarse con una determinada cantidad de ATP, es decir, un menor yX/ATP) o 
¨ una disminución en la capacidad de obtener energía de la FCE en la cadena 
respiratoria. Esto se explicaría como una disminución de la relación P/O, es decir, 
el número de moles de ATP generados por atomogramo de O2 consumido. 
 En el caso particular de la limitación por fósforo es muy probable que la disminución 
se deba a un déficit en la producción de energía ya que, aunque hay relativamente 
pocos estudios acerca de los requerimientos de aniones en los medios de cultivo, el 
H2PO4- se reconoce desde hace tiempo como un metabolito crítico para el crecimiento 
celular 16 y para la glucólisis 17. La limitación en H2PO4- genera una marcada 
disminución en el rendimiento celular así como una alteración en la pared celular (a 
través de una alteración en el metabolismo de los lípidos) 18 19. 
 Teniendo en cuenta que es medio de cultivo en todas las limitaciones es, 
cualitativamente, el mismo, es esperable que no haya variaciones en el valor de yX/ATP y 
que sea la disminución en la eficiencia para generar energía la que genere la perdida de 
rendimiento celular. Esta hipótesis será discutida más adelante. 
4.3.3 Reconciliación de datos 
 Si se dispone del valor de los errores cometidos en cada determinación (µ, qS, qO2 y 
qCO2), bien por medidas propias de desviación estándar, bien por conocimiento de la 
analítica utilizada, pueden reconciliarse los valores obtenidos mediante un método 
relativamente sencillo descrito por Stephanopoulos 20 en su libro Metabolic engineering. 
En el anexo 1 se explica detalladamente este procedimiento. 
 Como puede verse los valores obtenidos mediante la reconciliación de datos no 
poseen una gran diferencia con respecto a los obtenidos con las medidas no tratadas 
(Tabla VII.4) de lo que se desprende que las medidas experimentales son muy 
confiables. El error más grande se encuentra siempre en la medida del porcentaje de O2. 
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Sustrato limitante µ (h-1) Glucosa en ee (g L-1) qS qO2 qCO2 YX/S Y CO2/S b B.C. B.g. 
Glucosa 0.197 
(1.4 10-3) 
0.015 0.300 
(2.1 10-3) 
0.126 
(5.3 10-3) 
0.123 
(3.4 10-3) 
0.657 
(0.007) 
0.410 
(0.012) 
0.420 
(0.018) 
1.067 1.110 
Urea 0.202 
(1.2 10-3) 
2.83 0.324 
(6.1 10-3) 
0.123 
(6.5 10-3) 
0.150 
(5.5 10-3) 
0.623 
(0.012) 
0.463 
(0.019) 
0.380 
(0.021) 
1.086 1.034 
Fosfato 0.204 
(1.1 10-3) 
2.81 0.345 
(1.2 10-3) 
0.158 
(4.6 10-3) 
0.161 
(4.6 10-3) 
0.591 
(0.004) 
0.467 
(0.013) 
0.458 
(0.013) 
1.058 1.079 
Vitaminas 0.207 
(5.8 10-4) 
2.80 0.366 
(1.3 10-2) 
0.180 
(1.3 10-3) 
0.184 
(1.5 10-3) 
0.566 
(0.003) 
0.503 
(0.004) 
0.492 
(0.004) 
1.068 1.086 
 
Tabla VI.4: Efecto de distintas limitaciones nutricionales sobre el crecimiento de G. klebahnii. Datos obtenidos en cultivo 
continuo a D = 0.2 h-1. Las velocidades especificas se expresan en cmol . cmol-1 . h-1 y los rendimientos en cmol . cmol-1. Los 
valores entre paréntesis representan la desviación estándar de cada medida. 
 
 
Sustrato limitante µ (h-1) Glucosa en ee (g L-1) qS qO2 qCO2 YX/S Y CO2/S b B.C. B.g. 
Glucosa 0.1951 
(1.31 10-3) 
0.015 0.301 
(1.75 10-3) 
0.0993 
(1.94 10-3) 
0.126 
(1.86 10-3) 
0.642 
(0.006) 
0.413 
(0.007) 
0.327 
(0.007) 
1.055 1.000 
Urea 0.201 
(1.19 10-3) 
2.83 0.331 
(3.55 10-3) 
0.1194 
(3.49 10-3) 
0.147 
(3.47 10-3) 
0.607 
(0.007) 
0.443 
(0.012) 
0.361 
(0.011) 
1.050 0.998 
Fosfato 0.203 
(1.05 10-3) 
2.81 0.347 
(1.13 10-3) 
0.1339 
(1.49 10-3) 
0.161 
(1.40 10-3) 
0.585 
(0.004) 
0.465 
(0.004) 
0.386 
(0.004) 
1.050 1.000 
Vitaminas 0.186 
(1.57 10-3) 
2.80 0.366 
(1.26 10-2) 
0.1711 
(1.02 10-3) 
0.196 
(9.02 10-4) 
0.507 
(0.005) 
0.536 
(0.003) 
0.468 
(0.003) 
1.043 1.000 
 
Tabla VII.4: Efecto de distintas limitaciones nutricionales sobre el crecimiento de G. klebahnii. Datos obtenidos en cultivo 
continuo a D = 0.2 h -1. (datos reconciliados según método descrito en el anexo 1) 
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 Puede observarse, tal como se indica en el apéndice, que las desviaciones estándar de 
los valores estimados son menores a los de los datos crudos. 
 
4.3.4 Modelos metabólicos. 
 
 El modelo de caja negra utilizado hasta el momento no permite realizar un estudio 
detallado del metabolismo celular. A fin de conocer el destino de los diferentes 
nutrientes (especialmente la FCE) e intentar determinar los valores de yX/ATP y P/O se 
utilizó un modelo más complejo que incorpora datos del metabolismo del 
microorganismo. Esta metodología es conocida como Análisis de flujos metabólicos 20.  
 Para poder realizar este tipo de análisis debe poseerse la mayor cantidad de 
información posible acerca del metabolismo del microorganismo a estudiar ya que su 
objetivo es calcular el flujo de materia a través de las diferentes reacciones metabólicas 
a partir de medidas experimentales aplicando balances de materia.  
 Operativamente se realizó una serie de cultivos batch en los que G. klebahnii creció 
durante un tiempo en forma completamente irrestricta y luego de un tiempo, limitado en 
O2. De esta forma se consigue que aparezca un producto (etanol) en una de las fases de 
crecimiento (la limitada) y en la otra no. 
 En las reacciones químicas consideradas deben incluirse todos los reactivos que 
intervengan en ella (reactivos, productos, intermediarios energéticos, etc) con sus 
correspondientes coeficientes estequiométricos. Es aquí donde es de suma importancia 
el conocimiento teórico del sistema a estudiar.  
 Los datos en base a los cuales se realizan los cálculos son los flujos extracelulares 
tanto de sustratos como de metabolitos. Se considera que la velocidad neta de 
acumulación de metabolitos intracelulares (ATP, NADH, NADPH, etc) e intermediarios 
metabólicos es cero. 
 Lo primero que debe hacerse es separar al metabolismo a estudiar en tantas 
reacciones como haga falta, sin escribir reacciones de más, que agreguen complejidad al 
sistema sin aportar información útil.  
 El modelo metabólico propuesto para el crecimiento de G. klebahnii se basa en las 
siguientes suposiciones: 
 
· G. klebahnii realiza glucólisis a través de la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas 
(EMP) 
· Tal como ocurre en hongos 21 y en otras levaduras 22 23, no existe una 
transhidrogenasa que interconvierta NADH y NADPH. 
· El paso de Isocitrato a a-cetoglutarato en el ciclo de TCA (mitocondria) está 
catalizado por una enzima NADH dependiente. Por lo que G. klebahnii no puede 
obtener NADPH a través de esta paso tal cual lo hacen las bacterias. 
· El NADPH se obtiene a partir de la ruta de las pentosas fosfato (PP) o a partir de 
una isocitrato deshidrogenasa citoplasmática que requiere del transporte de 
isocitrato del espacio mitocondrial al citoplasma.  
· El NADH descargado en cadena respiratoria tiene un valor de P/O máximo 
posible de 3 si es de origen mitocondrial pero el generado en citoplasma no 
puede atravesar la membrana interna mitocondrial y debe ser transportado hacia 
el interior de la mitocondria mediante el sistema de lanzadera del glicerofosfato 
que transporta un par electrónico del NADH citoplasmático hasta un FADH2 
mitocondrial. Este se descarga en la ubiquinona (UQ) a posteriori del centro I 
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por lo que sólo puede generar, a lo sumo 2 ATP 24. 
 
 En base a estas condiciones se divide al metabolismo en dos, por un lado la síntesis 
de biomasa a partir de la FCE, ATP, FN y NADPH y por el otro, las reacciones 
pertenecientes al catabolismo en las que G. klebahnii obtiene poder reductor y energía 
consumiendo FCE y O2 y produciendo etanol (cuando crece limitado en O2). 
 Los componentes que se incluyen para armar el modelo son: Glucosa (FCE), urea 
(FN), NADPH, biomasa (X), ATP, NADH (discriminando entre el producido en el 
citoplasma, NADHC y el producido en el espacio mitocondrial, NADHM), CO2, ácido 
pirúvico, etanol (P), FADH2 y O2. 
 
 El esquema del modelo utilizado se muestra en la figura 11.4  
 
 En base al esquema, el metabolismo puede representarse mediante las siguientes 
ecuaciones: 
 
1 Síntesis de biomasa 
 
1
0.17
22 2 2 1 1
0.17
21.83 0.56 0.17 2 1
( )
                                                  ( 1 )   v C
CH O CO NH C ATP k NADPH
CH O N CO h NADH
s
s
+ + + ¾¾®
¾¾® + - + +
 
 
donde: 
    s es la cantidad de fuente de carbono (en carbono moles) necesario para generar un 
carbono mol de biomasa. En general, para levaduras es ligeramente mayor que 1 debido 
a la pérdida de carbono como CO2 producido por decarboxilación durante la síntesis de 
aminoácidos.  
 c1 y k1 son las cantidades de ATP y NADPH requeridas para la síntesis de un 
carbono mol de biomasa. C1 es, numéricamente, la inversa del yX/ATP.  
 h1 es la cantidad de poder reductor que se genera durante la síntesis de biomasa. 
 No se conocen los valores de s, h1 y k1 para G. klebahnii pero, como su metabolismo 
es similar al de levaduras, se consideraron los valores reportados por Bruinenberg y col 
para Sacharomyces cerevisiae creciendo en un medio sintético con glucosa como FCE y 
amonio como fuente de nitrógeno 25. Los valores reportados son: 1.106, 0.3374 y 
0.2326 respectivamente. 
 
2 Obtención de NADHC, ac. pirúvico y ATP a través de la ruta de EMP. 
 
2 1 1
3 3
v
CS Pir NADH ATP¾¾® + +  
 
3 Reoxidación del NADHC con formación de etanol (reacción que sólo ocurre en 
condiciones de limitación por O2) 
 
31 2 1
3 3 3 2
v
CNADH PIR P CO+ ¾¾® +  
 
4 Obtención de NADPH a través de la ruta de PP (en su función oxidativa). 
 
4
2 2
vS CO NADPH¾¾® +  
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Figura 11.4: Esquema metabólico utilizado para el diseño 
del modelo descripto en la sección 3.4.3. V1 a V8 indican 
los flujos considerados.  
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5 Ingreso del ácido pirúvico en el ciclo de Krebs con formación de NADHm, NADPH, 
FADH2 y ATP.  
 
5 11 1
3 32 23 3(1 ) ( )
v
mPIR CO ATP NADH NADPH FADH
b b-¾¾® + + + + +  
 
 El parámetro b  se define como la proporción de NADPH que se forma en PP y la que 
se forma por reducción de isocitrato fuera de la mitocondria 25. Si b  vale 1, todo el 
NADPH se obtiene en PP, si vale 0, en la ruta alternativa. Como por cada isocitrato que 
se reduce fuera de la mitocondria se produce un NADPH a expensas de un NADH que 
se hubiese formado en el TCA, la estequiometría de ambos metabolitos se ve afectada 
por b.  
 
6, 7 y 8: Reoxidación del poder reductor en la cadena de citocromos con producción de 
ATP. La cantidad de ATP generada en la descarga de NADHC. NADHm y FADH2 es 
diferente debido a que ingresan en la cadena a diferentes niveles por lo que debe 
plantearse una ecuación para cada uno. 
 
6
7
8
1
2 22
1 2
2 22 3
1 2
2 2 22 3
v P
Om
v P
OC
v P
O
NADH O H O ATP
NADH O H O ATP
FADH O H O ATP
+ ¾¾® +
+ ¾¾® +
+ ¾¾® +
 
 
 P/O, como ya se indicó, es la cantidad de ATP generado por cada par electrónico 
que pasa a través de la cadena de citocromos. 
 
 Una vez que se tiene armada la serie de reacciones que se desea considerar, se realiza 
un balance de materia en función de las velocidades para cada uno de los componentes 
involucrados en ellas.  
 Para ello se considera (por convención) como negativo a todo componente que se 
consuma y como positivo a todo aquel que se produzca. La suma algebraica de las 
velocidades producción o consumo de cada componente (resultante del producto entre 
el flujo a través de cada reacción (vi) y el coeficiente estequiométrico del componente 
en la misma) en todas las reacciones debe ser igual a la velocidad específica de 
formación o consumo de dicho componente. Por ejemplo, la biomasa sólo participa en 
la reacción 1 y su coeficiente estequiométrico es 1, por lo tanto  
 
v1 = µ. 
 
 Si consideramos a la FCE, se gasta en la reacción 1 con un coeficiente s y en la 2 y 4 
con un coeficiente 1, entonces se observa que -s.v1 - v2 - v4 = qS. Si se realiza el mismo 
procedimiento para el resto del los 11 componentes se obtiene. 
 
Capítulo 4.                                            Estudio del crecimiento de G. klebahnii. 
 79
1 2 4
1 1 2 2
1 1 2 5 6 7 83 3 3 3
1
1 1 4 532
                                               
                                  ( )
                                
S
P P P
O O O ATP
NADPH
v v v q
c v v v v v v q
k v v v qb
s
-
- × - - =
- × + × + × + × + × + × =
- × + × + × =
2
1
0.17 1
1 3 4 52 3
1 1
1 1 2 3 73 3
1
                                     
                          ( )
                                     
                                      
C
CO
NADH
v
v v v v q
h v v v v q
m
s
=
- + × + × + + =
× + × - × - =
2
2
5 63
2 3 5
2
33
1 1 1
6 7 82 2 2
1
5 83
1             ( )
                                                        
mNADH
PIR
P
O
FADH
v v q
v v v q
v q
v v v q
v v q
b+ × - =
- - =
× =
- × - × - × =
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             (a) 
 
 Vale recordar que las velocidades qNADH,  qNADPH,  qFADH2,  qPIR y qATP son nulas ya 
que estos componentes celulares no se acumulan durante el crecimiento microbiano.  
 Una vez medidos los valores de las diferentes velocidades especificas, pueden 
estimarse los valores de v1 a v8. Dado que se calculan a partir de una serie de ecuaciones 
lineales, la forma más sencilla de hacerlo es a través del cálculo matricial. Para ello 
debe definirse primero la matriz estequiométrica de tantas filas como componentes haya 
y tantas columnas como reacciones estén involucradas. Se completan las filas con todos 
las coeficientes estequiométricos (incluidos los nulos) para cada componente. En el 
ejemplo considerado la matriz resulta ser: 
 
                                                                       1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 1 0 0 0 0
1 1 2 20 01 3 3 3 3
1
0 0 2 ( ) 0 0 01 3
1 0 0 0 0 0 0 0
0.17 11 0 1 1 0 0 02 2 3
1 1 0 0 0 1 01 3 3
0
v v v v v v v v
S
P P PATP c O O O
NADPH k
Biomasa
CO
NADH hC
NADHm
s
b
s
- - -
-
--
- +
- -
0 0 0 (1 ) 1 0 0
3
0 1 1 0 1 0 0 0
2( ) 0 0 0 0 0 0 0
3
1 1 10 0 0 0 02 2 2 2
10 0 0 0 0 0 12 3
PIR
PEtOH
O
FADH
b+ -
- -
- - -
-
 
 
 Si se define al vector de los flujos (V) y el de las velocidades específicas (Q) como: 
Capítulo 4.                                            Estudio del crecimiento de G. klebahnii. 
 80
     
1
2
3
4
5
6
7
8
v
v
v
v
V
v
v
v
v
æ ö
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷= ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷è ø
  
2
2
2
C
m
S
ATP
NADPH
CO
NADH
NADH
PIR
EtOH
O
FADH
q
q
q
µ
q
Q q
q
q
q
q
q
æ ö
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷= ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷
ç ÷ç ÷è ø
 
 
el sistema de ecuaciones (a) queda expresado como A.V = Q 
 Dado que hay más balances que incógnitas se puede estimar los valores de los flujos 
por un mecanismo de cuadrados mínimos lo que resulta en valores más confiables ya 
que se utilizan todos los valores experimentales y no sólo algunos. El número de grados 
de libertad es 3 tomando en cuenta todos los balances o 2 si se deja de lado el balance 
de ATP. El balance de ATP no es posible usarlo en estas condiciones ya que no se 
conocen ni YX/ATP ni la relación P/O y ambos parámetros aparecen sólo en esa ecuación. 
 La solución del sistema por cuadrados mínimos está dada por V = A#. Q, donde A# = 
(AT  . A)-1 . AT , es la matriz pseudoinversa de A. 
 Como esta experiencia se realizó en cultivos batch, las velocidades específicas de 
consumo se reemplazaron por cantidades globales consumidas o producidas en cada 
etapa. El tratamiento matemático es el mismo.  
 Los resultados experimentales se presentan en la tabla VIII.4 (todos los datos en 
cmol.L-1). 
Condición DX DS DCO2  DO2  DP 
Sin limitación 0.321 -0.468 0.196 -0.166 0 
Limitado en O2  0.171 -0.803 0.227 -0.0793 0.327 
 
Tabla VIII.4: Consumo de FCE y O2 y formación de 
biomasa CO2 y etanol en cada una de las fases del cultivo 
de G. klebahnii. 
 Durante las dos etapas del cultivo se forma diferente cantidad de biomasa lo que 
dificulta el análisis comparativo de los resultados. A fin se evitar este inconveniente, se 
normalizaron los valores obtenidos a 1 cmol de biomasa. Los resultados así obtenidos se 
presentan en la tabla IX.4 (todos los datos en cmol.L-1). 
 
Condición DX DS DCO2  DO2  DP 
Sin limitación 1 -1.459 0.610 -0.516 0 
Limitado en O2  1 -4.696 1.326 -0.464 1.912 
 
Tabla IX.4.: Consumo de FCE y O2 y formación de 
biomasa CO2 y etanol en cada una de las fases del cultivo 
de G. klebahnii. Valores normalizados a un cmol de 
biomasa 
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 Resolviendo el sistema de ecuaciones para ambas condiciones de crecimiento se 
obtienen los valores de los 8 flujos. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 
X.4.  
 
Limitado v1 v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 
Sin limitación 1 0.28 -0.036 0.112 0.329 0.447 0.451 0.118 
Limitado 1 3.001 2.742 0.104 0.154 0.23 0.448 0.076 
 
Tabla X.4: Flujo a través de las reacciones del esquema 
metabólico de la figura 10 sin y con limitación por O2. 
 
 Se observa claramente que las velocidades de reacción sufren drásticos cambios 
cuando las condiciones de cultivo son cambiados. El consumo de sustrato para la 
obtención de energía (v2) aumenta enormemente debido a la menor eficiencia de las 
rutas fermentativas.  
 El valor esperado de v3 en condiciones sin limitación es cero, el modelo arroja un 
valor muy próximo a éste. Debe tenerse en cuenta que el cálculo de los distintos vi se 
hizo por cuadrados mínimos y no corresponden a una solución exacta del sistema. En 
contraposición cuando el cultivo se encuentra limitado en O2 se observa que la 
velocidad de producción de etanol toma valores considerables. 
 La ruta de las PP (v4) no sufre mayores cambios en las dos condiciones. Este 
resultado es esperable ya que el poder NADPH obtenido en esta ruta se utiliza 
principalmente para la generación de biomasa por lo que resulta estar directamente 
relacionada con v1. Para el cálculo se consideró un valor de b  de 1. Si el valor de b  se 
varía a valores tan bajos como 0.5, los resultados no se modifican mayormente (v4 toma 
valores de 0.107 y 0.102 en condiciones sin y con limitación respectivamente). 
 Las velocidades v5,  v6 y v8 (ciclo de los ácidos tricarboxílicos y descarga del poder 
reductor mitocondrial en cadena respiratoria) en la fase limitada disminuyen 
aproximadamente a un 50 % del valor hallado en la etapa sin limitación. Estos tres 
flujos están directamente relacionados con el consumo de O2 y por ende, a la 
transferencia desde la fase gaseosa. Debido a la mayor eficiencia en la obtención de 
energía por las rutas aeróbicas con respecto a las fermentativas, el cambio observado en 
v5, v6 y v8 producen un cambio mucho mayor, en proporción, sobre v2 y v3 (efecto 
Pasteur).  
 La descarga de NADHC en la cadena de citocromos v7 no se ve alterado ya que el 
incremento en la producción de NADHC debido al aumento de v2 se ve compensado por 
el incremento en su consumo a través de v3. 
 Si se utilizan las velocidades calculadas para estimar los valores experimentales (a 
través del producto matricial A.V = Q, resultan valores muy aproximados a los reales 
(Tabla XI.4) lo que demuestra que el modelo es aceptable. Sin embargo cuando se 
intentó utilizar el balance de ATP para calcular C1 y P/O, se obtuvieron valores  
 
Condición DX DS DCO2  DO2  DP 
Sin limitación 0.316 -0.473 0.196 -0.16 7.5 .10-3 
Limitado en O2  0.186 -0.785 0.254 -0.07 0.341 
 
Tabla XI.4: estimados de los valores experimentales 
calculados a partir de los flujos a través de las distintas 
rutas metabólicas del modelo. 
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completamente alejados de la realidad, valores de yX/ATP mayores que el máximo teórico 
(1.2 cmolX . molATP-1) y valores de P/O mayores que 3. Esta falla en el modelo puede 
deberse a la presencia de algún producto no tenido en cuenta cuya concentración no sea 
lo suficientemente alta como para alterar los balances en forma muy marcada pero que 
modifique en cierto grado las ecuaciones de balance utilizadas. 
 El mismo modelo de crecimiento se aplicó a los cultivos continuos con diferentes 
limitaciones, en este fue eliminada la ecuación de formación de etanol debido a que los 
cultivos nunca sufrieron limitación por O2. En este caso se trabajó directamente con los 
valores de las q correspondientes (Tabla VI.4). Al igual que con el modelo con 
producción de etanol, no se observaron diferencias significativas cuando se modificó el 
valor de b  por lo que se mantuvo su valor constante en 1 
 Los valores obtenidos para las velocidades bajo las cuatro limitaciones se presentan 
en la Tabla XII.4.  
 
Limitación v1 v2 v4 v5 v6 v7 v8 
Glucosa 0.192 0.072 0.019 0.074 0.105 0.094 0.030 
Urea 0.199 0.084 0.023 0.087 0.117 0.096 0.030 
Fósforo 0.200 0.106 0.021 0.108 0.149 0.108 0.041 
Vitaminas 0.202 0.127 0.021 0.130 0.178 0.115 0.048 
 
Tabla XII.4: Distribución de flujos de G. klebahnii 
creciendo en cultivo continuo (D = 0.2 h-1) bajo distintas 
limitaciones. 
 
 Puede verse claramente que en el caso de las limitaciones por fósforo y vitaminas el 
flujo a través de las reacciones de obtención de energía (v2 y v5 a v8) es mayor, lo que 
indica una menor eficiencia en la obtención de energía (a través de la relación P/O), o 
en su utilización para generar biomasa (un valor alto de C1). El hecho de no conocer 
ninguno de los dos valores, no permite diferenciar cual de los dos es el que produce la 
variación en los flujos. Sin embargo como los medios de cultivo poseen en todos los 
casos los mismos constituyentes es esperable que la biomasa se haya sintetizado 
siempre desde los mismos componentes precursores. Por esta razón, sumado a que los 
cultivos se realizaron todos a igual D (mismo mantenimiento), es esperable que el yX/ATP 
sea el mismo en todos los casos. Si esto es así, la explicación más factible para la 
disminución en el yX/S es que haya una disminución en la eficiencia energética. 
 Si se despeja la relación P/O del balance de ATP resulta: 
 
( )
( )
1 1
3 2 5
/
2
36 7 8
X ATPP
O
v v vy
v v v
- × +
=
+ +
 
 
 Utilizando al valor de yX/ATP como variable se puede calcular el valor de la relación 
P/O para diferentes valores de yX/ATP. Los resultados para las cuatro limitaciones se 
muestran en la figura 12.4.  
 Como puede observarse, cualquiera sea el valor de yX/ATP, la relación P/O en los 
cultivos limitados en FCE y en urea son prácticamente iguales y mayores a los 
observados en los cultivos limitados en fósforo o vitaminas. Las barras de error fueron 
calculadas en base a los errores experimentales de cada variable. 
 En un metabolismo completamente oxidativo, la cantidad de ATP producido en la 
cadena respiratoria es proporcional al O2 consumido, es por eso que el consumo de O2 
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puede ser utilizado como una medida del requerimiento de energía para la síntesis de 
biomasa 26. En la tabla VI.4 se observa que los valores de qO2 obtenidos en las 
limitaciones por fosfato y vitaminas son mayores que los que se observan bajo 
limitación de carbono o nitrógeno.  
 
yX/ATP (cmolX . molATP
-1)
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
P
/O
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
Glucosa
Urea
Fosfato
Vitaminas
 
Figura 12.4: Valores de la relación P/O en cuatro 
limitaciones diferentes en función del yX/ATP (cmol . 
mol-1) 
 Estos datos concuerdan con los observados en la figura 12.4 en relación a la relación 
P/O. Ha sido reportado que levaduras creciendo en cultivo continuo limitado en sulfato 
pierden uno de los sitios de fosforilación de la cadena respiratoria 4. No es posible 
determinar, con la información que surge de estos experimentos, si este ha sido el caso, 
de todos modos si resulta claro que la limitación por fósforo o vitaminas disminuye el 
grado de acoplamiento. 
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4.4. Anexo 1:  
Análisis de consistencia de datos 20 
 
 El análisis de consistencia de datos del modelo de caja negra permite corregir los 
valores de velocidades específicas de consumo y producción de sustratos, biomasa y 
metabolitos durante el crecimiento en cultivo continuo. 
 Se basa en la realización de los mismos balances elementales vistos hasta ahora 
pero teniendo en cuenta las desviaciones estándar de las medidas experimentales.  
 
 Para ejemplificar este procedimiento se utilizará el crecimiento aeróbico de G. 
klebahnii sobre glucosa y Urea (U) limitado en vitaminas (tabla IV.4 y V.4). La 
ecuación de crecimiento puede ser representada como: 
 
22 2 2 2 2
( ) X CO
S S
S aCO NH bO y X y CO wH O+ + ¾ ¾® + +   (1) 
 
 En el modelo de caja negra, se dispone de P+N+1 variables: P coeficientes 
estequiométricos para los productos metabólicos, N para los sustratos y 1 para la 
biomasa. Como debe cumplirse el balance de materia para todos los elementos 
involucrados en reactivos y productos, estas variables no son independientes sino que 
están sujetas a ciertas restricciones. Cada balance elemental plantea una restricción para 
las variables. 
 Los balances elementales pueden ser convenientemente representados escribiendo las 
composiciones elementales de sustratos y productos en una matriz E, en nuestro caso: 
 
2 2 2X     CO  H O  S     O   U           
1 1 0 1 0 1 C
1.83 0 2 2 0 4 H
        
0.56 2 1 1 2 1 O
0.17 0 0 0 0 2 N
E
æ ö
ç ÷
ç ÷=
ç ÷
ç ÷ç ÷
è ø
     (2) 
 
 En general se consideran los cuatro elementos principales (CHON), aunque pueden 
agregarse tantos como sea necesario, por lo que la matriz resulta tener cuatro filas. Con 
la matriz elemental planteada de esta forma, los balances elementales pueden calcularse 
a partir de la operación matricial: 
 
E . q = 0             (3) 
 
donde q es el vector de las velocidades específicas: 
 
q = (µ, qCO2, qH2O, qS, qO2, qU)T 
 
 Con N+P+1 velocidades específicas e I restricciones el numero de grados de 
libertad es F = N+P+1-I. Si se miden experimentalmente F variables es posible calcular 
las restantes mediante las ecuaciones de balance pero en este caso, al no existir 
redundancia en las medidas, no es posible realizar un análisis de consistencia de las 
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mediciones. Para poder realizar un análisis de este tipo se deben medir más variables 
que grados de libertad. 
 De los balances elementales que resultan del producto E.q, uno de ellos debe usarse 
para calcular la velocidad de producción de H2O ya que es imposible medir este 
metabolito en medios líquidos. Con el resto puede analizarse la bondad de los datos 
experimentales. 
 Una forma más efectiva de utilizar los datos se basa en el uso simultáneo de todos los 
balances tanto para calcular las velocidades no medidas como para el análisis de 
consistencia de datos. 
 Para realizar esta operación deben dividirse la matriz elemental E y el vector de las 
velocidades q en dos, una de las variables medidas (M, qm) y otra de las que deben 
calcularse (C, qC). En este caso el producto E.q = 0 se transforma ahora en  M . qm + C . 
qC = 0. Si se hubieran medido F variables, habría ecuaciones redundantes suficientes 
sólo para calcular las velocidades no medidas y C sería una matriz cuadrada de 
dimensiones I x I, el número de restricciones o de balances.  
En este caso, las velocidades no medidas (qc) pueden calcularse como:  
 
qc = -C-1 . M. qm           (4) 
 
 Si hubieran más velocidades medidas que grados de libertad puede usarse la 
aproximación por cuadrados mínimos para el cálculo de las velocidades faltantes con lo 
que se obtienen mejores estimados de las mismas. 
 En esta situación la matriz C no es cuadrada por lo que no puede obtenerse su inversa 
para el calculo de qc. En este caso se calcula la matriz pseudoinversa # 1( . )T TC C C C-=  y 
se utilizar para el calculo de qc como #. .c mq C M q= . 
 En sistemas sobredeterminados (número de variables medidas mayor que F) una 
vez calculadas las velocidades se pueden utilizar los balances remanentes para verificar 
la consistencia de datos tanto de las variables medidas como de las estimadas. Para ello 
debe calcularse la matriz de redundancia R definida como: 
 
1.( . ) .T TR M C C C C M-= -       (5) 
 
 El rango de R indica el número de ecuaciones independientes que deben ser 
satisfechas por las velocidades (medidas y calculadas) y por lo tanto, R tiene I – (rango 
R) filas dependientes. Si se eliminan las filas dependientes se obtiene la matriz de 
redundancia reducida Rr. 
 
 Volviendo al ejemplo: Si se miden µ, qS, qO2 y qCO2, se obtienen las siguientes 
matrices. 
 
2 2 2                                                         
1 0 1 1 1 0
2 0 0 1.83 4 2
;      C   
1 2 2 0.56 1 1
0 0 0 0.17 2 0
S O CO X U H O
C
H
O
N
M
æ ö æ ö
ç ÷ ç ÷
ç ÷ ç ÷= =
ç ÷ ç ÷
ç ÷ ç ÷ç ÷ ç ÷
è ø è ø
                 (6) 
 
 Las cuatro columnas de M corresponden a glucosa, O2, CO2 y biomasa y las dos de C 
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corresponden a urea y agua. Las filas de ambas matrices representan los cuatro balances 
elementales. Como el sistema tiene seis componentes y cuatro restricciones, posee dos 
grados de libertad. Como se miden cuatro variables, el sistema esta sobredeterminado. 
 Si se calcula la matriz de redundancia se obtiene: 
 
0.828 0.276 1.103 0.72
0.069 0.690 0.759 0.03
0.138 1.380 1.517 0.06
0.345 0.551 0.207 0.39
R
æ ö
ç ÷- - -ç ÷=
ç ÷-
ç ÷ç ÷- -è ø
                         (7) 
 
la cual tiene un rango de 2 ya que la tercera y la cuarta filas son combinaciones lineales 
de las dos primeras. Eliminadas las dos últimas filas se obtiene la matriz de redundancia 
reducida Rr: 27 
 
0.8276 0.2759 1.1034 0.72
0.069 0.6897 0.7586 0.03r
R
æ ö
= ç ÷- - -è ø
             (8) 
 
Multiplicando Rr por el vector qm se obtienen las siguientes ecuaciones: 
 
2 2
2 2
0.8672 0.2759 1.1034 0.72 0
.
0.069 0.6897 0.7586 0.03 0
S O CO
r m
S O CO
q q q
R q
q q q
m
m
× + × + × + ×æ ö æ ö
= =ç ÷ ç ÷ç ÷× - × - × + × è øè ø
        (9) 
 
ambas filas terminan siendo una combinación lineal de todos los balances elementales. 
 
 Habitualmente las medidas experimentales están siempre asociadas a un error, tanto 
aleatorio (ruido) como sistemático. Como consecuencia de dicho error el producto R . 
qm = 0 no es, en general, exacto.  
 Es posible que existan ciertos residuos distintos de cero cuando se multiplica el 
vector de las velocidades medidas por la matriz de redundancia reducida. Esta 
diferencia puede ser expresada teniendo en cuenta que el vector de las velocidades 
medidas mq  es igual a la suma entre el vector de las velocidades verdaderas qm y el 
vector de los errores de cada medida d.  
 
d+= mm qq             (10) 
combinando esta suma con el producto Rr .  qm = 0 se obtiene el vector de los residuos 
para cada velocidad e. 
 
. .( ) .r m r m rR q R q Re d d= = + =            (11) 
 
 Dado que siempre existe cierto ruido en las medidas, el mejor juego de ellas es aquel 
que minimiza el valor de e y se determina de la siguiente manera. Si se asume que los 
errores están distribuidos en forma normal con una media igual a cero y una matriz 
varianza-covarianza F: 
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( ) 0
( ).( ) ( )T Tm m m m
E
F E q q q q E
d
dd
=
é ù= - - =ë û
          (12) 
 
donde E es el operador de los valores esperados. Se puede demostrar que los residuos 
también se distribuyen con una distribución normal alrededor de cero. 
 
( ) . ( ) 0rE R Ee d= =        (13) 
 
la matriz de varianza covarianza de los residuos está dada por: 
 
( ) ( )T T T Tr r r rP E R E R R FRee dd= = =                  (14) 
 
El estimador de mínima varianza del vector de los errores d se obtiene minimizando la 
suma de cuadrados de los errores normalizados según su varianza: 
 
1min( )T F
d
d d-            (15) 
La solución está dada por: 
 
$ 1 1T T
r r r mFR P FR P R qd e
- -= =                   (16) 
 
donde el circunflejo indica que es un estimado de d. El mejor estimado para las 
velocidades medidas se obtiene a partir de la ec. 16 con : 
 
1ˆˆ ( )Tm m r r mq q I FR P R qd
-= - = -              (17) 
 
donde I es la matriz identidad. Los valores estimados a través de la ecuación 17 tienen 
menores desviaciones que los valores crudos 28. Los estimados calculados de esta forma 
pueden ser usados luego para calcular las velocidades no medidas. 
 
 Volviendo al ejemplo de G. klebahnii, se había calculado la matriz de redundancia 
reducida los valores medidos de glucosa, O2, CO2 y biomasa están dados por: 
 
2
2
0.366
0.180
0.184
0.207
S
O
m
CO
q
q
r
q
m
-æ ö -æ ö
ç ÷ ç ÷- -ç ÷ ç ÷= =ç ÷ ç ÷
ç ÷ ç ÷ç ÷ç ÷ è øè ø
           (18) 
 
donde todas las velocidades están expresadas en cmol . cmol-1 .  h-1. Para calcular los 
mejores estimados debe conocerse el error de las medidas independientes. Si se asume 
un error porcentual de 4 % en la medida de glucosa, 3 % para biomasa, 5 % para CO2 y 
de un 10 % para el O2 se obtiene una matriz de varianza covarianza F: 
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23
2
0.2143 0 0 0
0 0.324 0 0
10       
0 0 0.1219 0
0 0 0 0.0386
S
O
CO
X
F -
æ ö
ç ÷
ç ÷=
ç ÷
ç ÷ç ÷
è ø
               (19) 
 
y a través de la ecuación 14 se puede obtener P (la matriz de varianza covarianza de los 
residuos): 
 
3 0.3398 0.175110
0.1751 0.2253
P -
-æ ö
= ç ÷-è ø
                    (20) 
 
El vector de los errores en las medidas experimentales d y el de los valores estimados de 
las velocidades qm resultan: 
 
0.0087 0.3747
0.0208 0.1592ˆ ˆ             
0.0029 0.1869
0.0018 0.2052
mqd
-æ ö æ ö
ç ÷ ç ÷- -ç ÷ ç ÷= =
ç ÷ ç ÷-
ç ÷ ç ÷ç ÷ ç ÷
è ø è ø
          (21) 
 
 Como puede verse las modificaciones hechas a las velocidades medidas son 
pequeñas. Tal cual se observa en la tabla V.4, los balances de carbono y grado de 
reducción se acercan mucho más a la unidad cuando se utilizan los datos reconciliados. 
 
 
 Normalmente, la matriz de varianza covarianza se asume como diagonal, lo que 
indica que las medidas no están correlacionadas. Sin embargo, las velocidades 
específicas, los rendimientos e incluso las velocidades volumétricas raramente se miden 
directamente. En general son derivadas de medidas experimentales denominadas 
variables primarias las cuales pueden influir sobre más de una velocidad. Por ejemplo, 
la medida de O2 influye sobre el valor de la velocidad volumétrica de consumo de O2 y 
de producción de CO2 así como la medida del volumen de medio de cultivo influye 
sobre todas las velocidades. En todos los casos mencionados anteriormente que poseen 
errores correlacionados es complicado definir la verdadera matriz de varianza 
covarianza (F).  
 Se puede decidir considerar a F como diagonal si se tienen en cuenta valores 
adecuados para los errores de cada medida. Alternativamente, si todas las medidas son 
de la misma magnitud, se puede utilizar la estimación por cuadrados mínimos dada por: 
 
1ˆ ( ( ) )T Tm r r r r mr I R R R R r
-= - × × × ×  
 
la cual está basada en la suposición de que todas las variables medidas tienen el mismo 
error. Como en esta ecuación se usan los valores absolutos de las variables, estas deben 
ser del mismo orden. 
 Si alguno de los residuos es significativamente distinto que cero, se concluye que, o 
bien hay un error sistemático en al menos una de las medidas, o bien hay un error en el 
modelo planteado. 
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 A fin de cuantificar el hecho de ser “significativamente distinto de cero” se introduce 
el test h dado por la suma de los cuadrados ponderados de los residuos:  
 
1Th Pe e-= × ×  
 
 Cuando los datos crudos no están correlacionados, la función h tiene una distribución 
de tipo c2 (Wang 1983) y se ha visto que lo mismo ocurre aunque los datos estén 
correlacionados. En la tabla XIV.4 se indican los valores de la función c2 para 
diferentes niveles de confianza. 
 
 Nivel de confianza 
Grados de libertad 0.500 0.750 0.900 0.950 0.975 0.990 
1 0.46 1.32 2.71 3.84 5.02 6.63 
2 1.39 2.77 4.61 5.99 7.38 9.21 
3 2.37 4.11 6.25 7.81 9.35 11.30 
4 3.36 5.39 7.78 9.49 11.10 13.30 
5 4.35 6.63 9.24 11.10 12.80 15.10 
 
Tabla XIII.4: Valores de la distribución c2 para diferentes 
grados de libertad.  
 
 Los grados de libertad de la función c2 resultan del rango de la matriz P que a su vez 
resulta igual al rango de la matriz de redundancia reducida Rr, el número de ecuaciones 
independientes. 
 Por comparación del valor calculado de h con el valor de la distribución c2 para 
rank(Rr) grados de libertad es posible detectar la presencia de errores sistemáticos en las 
medidas con cierto grado de confianza. 
 Si para un grado de confianza suficientemente alto se obtiene un valor de h mayor 
que el de c2 es que hay algo mal en los datos o el modelo elegido.  
 
continuando con el ejemplo del G. klebahnii se tiene que el valor del vector de los 
residuos es: 
0.00047
0.016
e
æ ö
= ç ÷
è ø
 
 
y la función h resulta ser: 
1 1.838Th Pe e-= × × =  
 
 Los grados de libertad de la función c2 en este caso son 2. El valor de la distribución 
c2 vale 2.77 para ese número de grados de libertad y un valor de confianza de 0.75. Con 
este valor puede asumirse que no existe un error sistemático en las medidas 
experimentales.  
 
Cálculo en base a los balances de carbono y grado de reducción. 
 Este mismo tratamiento puede realizarse a través de los balances de carbono y grado 
reducción. Se plantean ambos balances de tal forma que queden igualados a 0: 
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2
0.9 0
4 4.2 0
S CO
S S
q q
q b
m
g m
- + + × =
- × + × + × =
 
 
 El valor de 0.9 que acompaña a µ en el BC surge de considerar al carbono 
proveniente de la urea. 
 Si se ordenan las velocidades medidas en un vector Q y se define una matriz B dada 
por: 
2
2
2 2                                                     
1 0 1 0.9
                    
4 4 0 4.2
S
O
CO
S O CO X
q
q
Q B
q
m
é ù
ê ú
-æ öê ú= = ç ÷ê ú -è øê ú
ê úë û
 
 
los balances pueden representarse por el producto B.Q = 0. La matriz B sería 
equivalente a Rr en el modelo anterior pero ahora tiene un significado químico directo. 
 A partir de aquí el formalismo es exactamente el mismo con la única diferencia de 
que ahora hay que encontrar un vector d tal que se minimice el producto Qe.B, donde Qe 
es el vector de las velocidades estimadas Q - d. 
 
Tomando nuevamente el ejemplo anterior quedan las siguientes matrices: 
 
0.366
0.180 1 0 1 0.9 0.0043
                           
0.184 4 4 0 4.2 0.1254
0.207
Q B B Q
æ ö
ç ÷ -æ ö æ öç ÷= = × =ç ÷ ç ÷ç ÷ -è ø è ø
ç ÷ç ÷
è ø
 
 
 Por convención en este modelo se toman qS y qO2 como positivos (en Q) ya que 
tienen coeficientes negativos en B. 
 Como puede verse, el balance de grado de reducción presenta, con los datos 
experimentales crudos, un error bastante grande. Si se asume el mismo vector E de los 
errores experimentales del ejemplo anterior y se reemplaza Rr por B, quedan definidos 
el vector P = B.F.BT  y d = F.BT .P-1.B.Q.  
 Resolviendo el sistema de ecuaciones, quedan definidas las siguientes matrices: 
 
4
4
2.143 0.0072
3.24 0.02253.67 10 0.001
10                                
1.219 0.00430.001 0.0093
0.386 0.0016
E P d
-
-
-æ ö æ ö
ç ÷ ç ÷
æ ö×ç ÷ ç ÷= × = =ç ÷ç ÷ ç ÷-è ø
ç ÷ ç ÷ç ÷ ç ÷
è ø è ø
 
 
 Con las cuales puede calcularse el valor estimado de las velocidades experimentales 
y con ellos, calcular B.Qe y el vector de los residuos (e). 
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0.3732
0.1575 0 0.0043
                                  
0.1883 0 0.1254
0.2054
Qe B Qe e
æ ö
ç ÷
æ ö æ öç ÷= × = =ç ÷ ç ÷ç ÷ è ø è ø
ç ÷ç ÷
è ø
 
 
 Con estos valores se obtiene un valor de h de 2.0211. Puede verse que se llega a 
valores muy similares a los estimados con los cálculos en base a los balances 
elementales. 
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CAPITULO 5 
Estudio de la expresión de PGasa por G. klebahnii en 
cultivos en sistema batch. 
 
5.1 Introducción. 
  
 Una vez determinados los parámetros cinéticos y estequiométricos del crecimiento 
de G. klebahnii, se procedió a estudiar el efecto de distintas variables de cultivo, en 
batch, sobre la expresión de la poligalacturonasa. La casi totalidad de los estudios se 
realizaron en erlenmeyer agitado ya que este sistema posee una simplicidad que permite 
realizar múltiples ensayos al mismo tiempo. 
 
5.2 Materiales y métodos 
 
5.2.1 Cepa. 
En todos los ensayos realizados se utilizó el Geotrichum klebahnii ATCC 42397 
 
5.2.2 Mantenimiento de la cepa. 
 
Los medios y protocolos de mantenimiento de la cepa son los mismos que los vistos en 
capítulo anterior. 
 
5.2.3 Medios de cultivo. 
 
 Medio de referencia (MR): Se utilizo como referencia el mismo medio que en el 
capítulo utilizado en el capítulo anterior y sobre él se realizaron las variaciones 
pertinentes. 
 
5.2.4 Estudio de diferentes fuentes de carbono y energía. 
 
 El protocolo de los cultivos fue el siguiente. En el momento de comenzar una 
experiencia, se realiza un repique en dos tubos conteniendo el medio de mantenimiento 
en pico de flauta. Luego de 36-48 Hs, se resuspenden los microorganismos en 10 ml de 
agua destilada estéril y se siembran los frascos erlenmeyer de 1000 mL con 100 mL de 
medio de cultivo a razón de 1 ml de suspensión por cultivo. En todos los casos, salvo 
aclaración, la densidad óptica (DO 625 nm) inicial fue de alrededor de 0,2. 
 Los cultivos se realizaron en un agitador rotatorio termostatizado New Brunswick a 
30°C y 200 RPM, el crecimiento microbiano se siguió por medidas de DO y se tomaron 
muestras para medida de actividad enzimática cuando se alcanzó la fase estacionario 
(dos medidas sucesivas con la misma DO) antes de que el pH alcance valores superiores 
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a 7 ya que la enzima es inestable a pH superiores. La inestabilidad de la PGasa de G. 
klebahnii a valores elevados de pH ha sido reportada por Iguchi y col. 1 y es una 
propiedad compartida por PGasas de otro origen 2, 3. 
 Todos los cultivos se dieron por terminados cuando el testigo hubo llegado a fase 
estacionaria. Al final del cultivo, se midió el nivel de glucosa remanente. Para dicha 
medida en el medio testigo se utilizó el método enzimático colorimétrico de glucosa 
oxidasa 4. 
 Se ensayaron las siguientes fuentes de carbono y energía: Glucosa (testigo), xilosa, 
galactosa, fructosa, lactosa, maltosa, sacarosa, glicerol, manitol, sorbitol, acetato de 
sodio (NaAc), lactato de sodio (NaLac), y GALA. En cada caso, se puso la cantidad 
equivalente en carbono a 5.0 g/l de glucosa. 
 Para la recolección de muestras para determinación enzimática se centrifugó una 
alícuota de cultivo en tubos de polipropileno a 10000 RPM por 10 minutos y el 
sobrenadante se guardó en tubos de vidrio a -18 ºC hasta su análisis. 
 
5.2.5 Estudio de la fuente de nitrógeno. 
 Para el estudio de los cultivos con diferentes fuentes de nitrógeno complejas, se 
utilizó el mismo medio de cultivo que el testigo en los que la urea fue reemplazada por 
una cantidad equivalente en nitrógeno de cada una de ellas. Las fuentes ensayadas 
fueron, peptona (Merck), bacto peptona (Difco), triptona de caseina (Oxoid), tryptona 
de soja (Oxoid), extracto de levadura (Merck). Como en los demás ensayos, se utilizó 
como testigo el medio con urea 
 Para poder estudiar el efecto de amonio y nitrato como fuentes de nitrógeno se 
utilizó el MR con la urea cambiada por cantidades equivalentes (en nitrógeno) de 
NaNO3 y (NH4)2SO4. En este caso los cultivos no se realizaron en erlenmeyer sino en 
un biorreactor ya que en estos casos debe controlarse el pH en forma activa porque estas 
fuentes de nitrógeno modifican el pH del medio durante su metabolismo. 
 
5.2.6 Efecto de los microelementos. 
 Para estudiar el efecto de los microelementos se realizaron cultivos en erlenmeyer. 
En este caso los medios de cultivo fueron diseñados para cada experiencia mediante el 
uso de diseños estadísticos, Plackett-Burman en un caso y Doehlert en el otro.  
 Para evitar las interferencias debidas a posibles contaminantes metálicos presentes 
en el agua destilada, los medios de cultivo utilizados en este estudio se realizaron con 
agua desionizada (Nanopure) de 18,3 MW . cm de resistividad especifica. 
 El diseño de Plackett-Burman 5 es un diseño factorial fraccionario. Al igual que los 
demás diseños fraccionarios, este diseño permite discernir que variables influyen sobre 
el resultado experimental pero no permite estudiar la existencia de interacciones entre 
ellas. Es de gran utilidad para estudios preliminares en donde se debe investigar gran 
número de variables y en los cuales la utilización de un modelo factorial completo se 
hace impracticable debido a la gran cantidad de ensayos requeridos.  
 Este tipo de experimento deja de lado las interacciones entre variables en aras de la 
sencillez. Según el diseño de Plackett, el numero de experiencias debe ser múltiplo de 
cuatro, en este caso se realizo un ensayo de 11 variables y 12 cultivos. 
 Una vez obtenidas las variables que poseen algún efecto principal sobre la actividad 
enzimática se realizó un diseño factorial completo, el cual permite determinar las 
interacciones que los diversos factores poseen juntos sobre la expresión de la actividad 
enzimática. 
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 El método de Doehlert 6 es un diseño de superficie de respuesta que permite 
encontrar máximos o mínimos en la zona del ensayo. El método permite manejar un 
numero apreciable de variables a la vez sin que el número de ensayos se haga 
operativamente inmanejable. Para la realización de este método los valores que se le 
asignan a las variables se distribuyen uniformemente alrededor de un valor central, por 
ejemplo, en el caso de investigar dos variables se distribuyen alrededor de un hexágono. 
 A diferencia de otros diseños de superficie de respuesta, el de Doehlert tiene la 
ventaja que puede ser ampliado cambiando el centro del hexágono de un nuevo ensayo. 
 
 
 A fin de determinar el valor en todos los puntos de las variables x e y, y para 
asegurar que estén equidistantes se toma como imagen generatriz al triángulo equilátero 
ABC de lado unitario y se determina la posición de cada punto tomando arbitrariamente 
al punto A como x = 0, y = 0. 
 Teniendo en cuenta este valor, los extremos del triángulo quedan situados en  
 
  A (0.000,  0.000) 
  B (1.000,  0.000) 
  C (0.500,   0.866) 
 
 El resto de los extremos del hexágono se ubican en los siguientes puntos. 
D (-0.500 0.866)   E  (-1.000 0.000) 
F  (-0.500 -0.866)  G..(0.500 -0.866) 
 
 A fin de generalizar las coordenadas de los vértices de la figura característica del 
modelo (en este caso el hexágono) se aprovecha la propiedad de que cada punto surge 
de la sustracción de dos puntos cualesquiera de la figura generatriz (en este caso el 
triangulo ABC). Por ejemplo, el punto D resulta de C – B, E resulta de A – B, etc. 
 Este calculo no resulta muy útil en dos dimensiones pero es muy práctico cuando el 
modelo se complica y se usan tres variable o más.  
 En el caso de trabajar con tres variables, la figura generatriz es un tetraedro de 
arista unitaria cuyos vértices se encuentran en (0,0,0), (1,0,0), (0.5, 0.866, 0), (0.5, 
0.289, 0.816). 
 En general, para d factores, la figura generatriz se arma agregando a la figura d-1 el 
punto:  
A B 
C D 
E 
F G 
x 
y 
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y completando los puntos anteriores con ceros para la nueva coordenada. En el apéndice 
II se presenta la tabla generatriz para el diseño 6. Obsérvese que los valores codificados 
para el modelo de dos dimensiones resulta de tomar los valores comprendidos a la 
izquierda y por encima de la primera línea divisoria (valores marcados en rojo) y sus 
opuestos. Para el modelo de tres variables se utilizan los valores comprendidos por la 
segunda línea divisoria (valores en azul agregados a los valores en rojo) y sus opuestos. 
Por cada nueva variable agregada se amplia el rango de datos hasta la siguiente línea 
divisoria).  
 Estos valores corresponden a las variables codificadas y a partir de ellos se calculan 
los valores reales de las variables x e y. 
 Por ejemplo, si x es concentración de hierro e y es pH y se quiere barrer valores 
entre 10 y 100 mM de Fe y entre 3.0 y 7.0 de pH, se determina la diferencia entre el 
máximo y el mínimo valor de las variables codificadas y las reales, en este caso tenemos 
que Dxcod = 2, Dycod 1.732, Dxreal = 90, Dyreal = 4. Para calcular los valores de Fe y pH a 
utilizar se determina el valor medio de las dos variables, 55 y 5.0 y sobre estos valores 
se determina el resto mediante la ecuación: 
0xx
x
xx
codif
real
codifreal +D
D
´=  
donde x0 es el valor de la variable x en el punto central. El mismo tratamiento se sigue 
para las demas variables. 
 Del punto central se realiza un triplicado, el cual se utiliza para determinar la 
varianza propia del experimento. Junto con los valores centrales quedan en total 9 
experimentos a realizar.  
 Una gran ventaja que posee este método es que si se desea aumentar el rango de 
estudio en alguna de las variables, simplemente se corre el punto central y se recalculan 
los nuevos valores de las variables x e y.  
 En el caso de estudiar tres variables el número de experimentos a realizar es 15 (12 
puntas y 3 centrales). 
 Para dos factores, se estudian 3 valores del primero y 5 del segundo, si el estudio es 
de 3 variables, se estudian 3 valores de la primera, 5 de la segunda y 7 de la tercera. 
 Una vez realizada la experiencia y medida la variable dependiente (en nuestro caso 
actividad PGasa) se determinan los coeficientes de un polinomio del tipo z = b0 + b1x + 
b2y + b3x2 + b4y2 + b5xy. Los coeficientes se determinan por el método de cuadrados 
mínimos. La forma más sencilla de manejar este número de datos es mediante el cálculo 
matricial. 
 Si se definen las siguientes matrices. 
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donde los xi e yi son los valores codificados de x e y para cada experiencia, B es el 
vector de los coeficientes a determinar e Y es el vector de los resultados experimentales 
de cada ensayo, se observa que X.B = Y. Este es un sistema de ecuaciones redundantes, 
con más ecuaciones que incógnitas, así que no puede despejarse directamente B del 
producto anterior. Para resolverse este sistema se debe obtener la matriz seudo inversa 
de X a partir de (XT  X)-1. XT  donde XT  es la matriz transpuesta de X (los cálculos 
matriciales se realizaron por computadora utilizando el programa Mathcad).  
 Como hay más ecuaciones que incógnitas los valores obtenidos para los parámetros 
son estimadores que minimizan la distancia entre las variables reales y las obtenidas. 
 Realizando el análisis de varianza de los resultados obtenidos para cada parámetro 
del polinomio se decide cuales de ellos son significativos y cuales no. Con aquellos que 
son significativos se vuelven a calcular los parámetros del polinomio y con ellos puede 
realizarse el grafico de la superficie de respuesta o bien calcular en forma analítica la 
existencia de máximos o mínimos en la zona del estudio. 
5.2.7 Cultivos en sistema batch en biorreactor. 
 
 Las condiciones de cultivo para la expresión de PGasa en biorreactor fueron las 
mismas que para los estudios sobre cinética y estequiometría del crecimiento (ver 
capitulo 4). 
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5.3 Resultados y discusión  
 
5.3.1 Efecto de la fuente de carbono y energía. 
 
 La primera variable estudiada fue la capacidad de G. klebahnii de crecer con 
diferentes fuentes de carbono y energía (FCE). Los ensayos de crecimiento muestran 
(Figura 1.5) que el microorganismo puede crecer con cualquiera de los monosacáridos 
utilizados, glucosa (testigo), xilosa, galactosa y fructosa y con glicerol, pero sólo llega a 
la mitad de la DO final con GALA, aproximadamente un 20 % con lactato de sodio y 
prácticamente no presenta crecimiento con los demás, incluyendo todos los disacáridos 
y polioles ensayados. 
 
Glu          Gal         Glic        Sorb        AcA         Pect        Lacto
     Fru         Xil          Man        LacA      GALA        Malt       Sac
Fuente de carbono y energía.
D
O
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Figura 1.5: crecimiento comparativo de G. klebahnii con 
diferentes fuentes de carbono. Glu: glucosa, Fru: fructosa, 
Gal: galactosa, Xil: xilosa, Glic: glicerol, Man: manitol, 
Sorb: sorbitol, Lac: lactato, AcA: acetato, GALA: Ac. 
galacturónico, Pect: pectina, Malt: maltosa, Lacto: lactosa, 
Sac: sacarosa. 
 En aquellos cultivos en los que hubo crecimiento, en el momento en que se agotó la 
fuente de carbono, el pH del cultivo comenzó a aumentar en forma muy apreciable, 
llegando rápidamente a valores cercanos a 8. Esto puede deberse a que la ureasa sigue 
funcionando activamente aún después de haberse agotado la fuente de carbono. Al no 
haber incorporación de nitrógeno a la biomasa, el NH3 se acumula en el medio 
ocasionando un incremento muy pronunciado en el pH. 
 De aquellas muestras en las que se observó un crecimiento apreciable, se determinó 
la actividad enzimática (como PGasa). Los valores encontrados pueden verse en la tabla 
I.5. Puede observarse que los monosacáridos glucosa, fructosa y xilosa producen 
valores semejantes de actividad enzimática. 
 En cambio, la galactosa y el glicerol producen poca cantidad de enzima a pesar de 
ser muy buenos como fuente de carbono. El lactato apenas puede soportar el 
crecimiento de G. klebahnii.  
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Fuente de carbono Actividad media (U . mL-1) 
Glucosa 11.8 ± 0.8 
Fructosa 12.3 ± 0.6 
Galactosa 3.6 ± 1.1 
Xilosa 12.6 ± 0.6 
Glicerol 5.7 ± 0.2 
Lactato 1.0 ± 0.1 
GALA 0.6 ± 0.1 
 
Tabla I.5: Efecto de la fuente de carbono sobre la expresión 
de la actividad PGasa en cultivos batch limitados en 
carbono. 
 Un caso muy particular es el del GALA, el cual sirve muy efectivamente como 
fuente de carbono pero ejerce una inhibición casi completa en la producción de enzima.  
 El efecto encontrado para G. klebahnii para la galactosa, el GALA y la glucosa 
como fuentes de carbono han sido reportados con resultados muy variados. Por un lado, 
Blanco y col 3 reportan que la expresión de una endopoligalacturonasa de 
Saccharomyces cereviciae (cepa 1398) se induce por la presencia de GALA en el medio 
de cultivo y es mayor cuando se utiliza galactosa como FCE en vez de glucosa. Por otro 
lado, Schwan & Rose 7, reportan que la síntesis de poligalacturonasa por Kluyveromyces 
marxianus es mayor con glucosa como FCE que con galactosa y en este caso la GALA 
ni siquiera puede soportar el crecimiento celular. 
 Ya que el microorganismo fue aislado de cáscara de mandarina (Sakai T. 
Comunicación personal) se probó si el microorganismo es capaz de crecer en cáscara de 
cítrico así como en una serie más extensa de pectinas. Las pectinas estudiadas fueron las 
siguientes: pectina de lima de alto grado de esterificación, pectina de lima de bajo grado 
de esterificación, pectina cítrica (Sigma), pectina de remolacha, pectina de caqui y 
pectina de manzana. Además se ensayó el crecimiento sobre PGA y sobre PGA 
hidrolizado con PGasa SE comercial (grado de polimerización promedio 4). En cuanto a 
la cáscara cítrica, se analizó el crecimiento sobre cáscara picada, sobre cáscara picada y 
lavada hasta reacción negativa al Somogyi-Nelson (libre de azúcares reductores) y sobre 
el sobrenadante del lavado de la cáscara. Como control positivo se utilizó el medio de 
referencia. Los cultivos se realizaron en erlenmeyers agitados. En todos los casos se 
adicionó la FCE en cantidad equivalente a 5 g/L de glucosa y se comenzaron todos los 
ensayos a pH 5. 
 G. klebahnii fue incapaz de crecer en las pectinas ensayadas, independientemente 
del grado de su metilación, así como sobre PGA (hidrolizado y sin hidrolizar). Tampoco 
se observó crecimiento sobre la cáscara cítrica lavada pero si sobre la cáscara sin lavar 
así como en el sobrenadante del lavado.  
 El hecho de que G. klebahnii no crezca en pectina y la actividad enzimática no sea 
inducida por dicho polisacárido ni por PGA coincide con los resultados observados para 
otras levaduras. La actividad pectolítica en levaduras es habitualmente constitutiva por 
lo que su síntesis no es inducida por pectina o PGA 8. Sin embargo no existe un 
comportamiento uniforme con relación al efecto de estas sustancias sobre la síntesis de 
PGasa. En la tabla II.5 se muestran algunos ejemplos del efecto de distintas sustancias 
sobre la expresión de PGasa. 
 La acción citada en dicha tabla para el O2 disuelto se refiere al efecto que se 
observa sobre la expresión de la enzima cuando el O2 disuelto es mayor del 60 % de 
saturación. La solubilidad del O2 en los medios de cultivo a 30 °C es aproximadamente 
7.5 mg/L así ese límite es de aproximadamente 4,5 mg/L. 
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Microorganismo  Pectina PGA GALA Glucosa 
O2 disuelto 
(>60 %Sat) Referencia 
Cryptococcus albidus ­ ­ ­ ¯ ^  
9 
Kluyveromyces fragilis ­ NR NR ^  ¯ 
10 
Geotrichum lactis ­ ­ ­ ¯ ^  
2 
Kluyveromyces marxianus ^  ^  ^  ­ ¯ 
7 
Saccharomyces cerevisiae  ­ ­ ^  ¯ 
3 
Geotrichum klebahnii ^  ^  ¯ ^  ^  Este trabajo 
 
Tabla II.5: Efecto del agregado pectina o algunos de sus 
derivados sobre la expresión de PGasa por G. klebahnii. 
 En cultivos realizados con el medio de referencia en biorreactor manteniendo el O2 
disuelto en valores cercanos a cero (valor medido on line con un electrodo 
polarográfico) se observó que la actividad PGasa final no es significativamente distinta 
a la encontrada en aquellos cultivos realizados sin limitación por este elemento. 
 Como puede observarse no existe un comportamiento general con relación al efecto 
de estos moduladores comunes para PGasas (Tabla II.5).  
 Otro efecto comúnmente reportado (Tabla II.5) es la inhibición de la síntesis de la 
actividad enzimática por la glucosa y otros azúcares fácilmente fermentables, en nuestro 
caso este efecto no se encuentra ya que como puede verse en la tabla I.5 la actividad 
máxima se obtiene justamente con glucosa, xilosa y fructosa. 
 De estos resultados, es particularmente llamativo que G. klebahnii no pueda utilizar 
pectina como fuente de carbono a pesar de poseer una enzima que es capaz de 
degradarla.  
 Una vez realizada la búsqueda de las fuentes de carbono que soportaran el 
crecimiento de G. klebahnii y produjeran buenos niveles de enzima, y dado que con 
glucosa se obtienen los mejores resultados en ambos sentidos, se volvió al medio de 
referencia y sobre él se realizaron todas los demás estudios.  
 La producción de enzimas extracelulares puede estar o no asociada al crecimiento 
celular. Por ejemplo, la producción de poligalacturonasa por Cryptococcus albidus se 
retrasa al crecimiento 9 y la de proteasa y amilasa en Bacillus subtilis y B. 
amyloliquefaciens se produce mayormente luego de finalizada la fase exponencial 11. En 
este caso, para la producción de enzimas se buscan condiciones de cultivo que 
produzcan cultivos con una fase exponencial relativamente corta seguida de una fase 
estacionaria. Por otro lado, la producción de amilasa por B. lincheniformis y Aspergillus 
oryzae se produce durante la fase de crecimiento 12 10 13;14. 
 La figura 2.5 muestra la curva de crecimiento y producción de enzima típicas de G. 
klebahnii en medio MR.  
 Como puede observarse, la expresión de la enzima acompaña continuamente al 
crecimiento microbiano. Este patrón de producción de enzima es similar al segundo 
caso de los vistos anteriormente. Según Priest15 que una enzima obedezca a uno u otro 
patrón resulta de que sufra o no represión catabólica. En el caso de enzimas reprimibles 
por algún sustrato del medio de cultivo, recién al final de la fase de crecimiento, cuando 
la concentración de los nutrientes disminuye, puede observarse la expresión de la 
misma. 
 Otros ejemplos de este comportamiento son la proteasa, amilasa y xilanasa de 
Bacillus polymyxa 15, la exo pectinasa de Aspergillus sp 14 y la poligalacturonasa de 
Kluyveromyces fragilis 10 que crecen asociadas a la fase exponencial y el caso de la 
poligalacturonasa de Cryptococus albidus, que se reprime por glucosa, y en la que la 
síntesis de enzima comienza casi al final de la fase exponencial 9.  
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Figura 2.5: Curva de crecimiento de G. klebahnii y 
producción de enzima en MR. 
 
5.3.2 Crecimiento en función del pH. 
 
 Para verificar la capacidad de G. klebahnii de crecer y producir enzima a diferentes 
pHs se realizó una serie de cultivos en los que se mantuvo constante la composición del 
medio de cultivo excepto la relación entre el ácido cítrico y el K2HPO4, 16 los cuales 
forman la pareja buffer que controla el pH del medio. El buffer se prepara en base a 
distintos volúmenes de soluciones stock 0,1 M de ácido cítrico y 0,2 M de K2PO4. Los 
pHs elegidos y la composición del buffer del medio (volúmenes de sc stock) puede 
observarse en la tabla III.5, el resto de los componentes del medio de cultivo se 
mantuvo igual al del medio de referencia. 
 
pH Ácido cítrico K2PO4 
2,6 4,46 0,54 
4,0 3,07 1,93 
5,0 2,43 2,57 
6,0 1,79 3,21 
7,0 0,65 4,36 
 
Tabla III.5: pH y composición de la pareja buffer del medio 
de cultivo para verificar el crecimiento de G. klebahnii en 
función del pH. 
 
Los resultados obtenidos se observan en la figura 3.5. 
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Figura 3.5: DO625 en función del tiempo de cultivos batch 
con el medio de referencia a diferentes pHs iniciales. pH 
inicial: 2,6 ¿ , 4,0 q , 5,0 p , 6,0 ¢  y 7,0  . 
 
 Como puede observarse, G. klebahnii prácticamente no crece a pH 2,6 pero desde 
4,0 a 7,0 no se observan mayores diferencias en cuanto a la velocidad de crecimiento y 
al rendimiento obtenido. A pH 4 se observa una velocidad específica del crecimiento un 
poco más elevada así como un rendimiento un poco mayor que al resto.  
 Los resultados obtenidos en relación a la actividad enzimática pueden observarse en 
la figura 4.5.  
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Figura 4.5: Actividad enzimática (como PPasa) en función 
del pH inicial del cultivo. 
 Se ve que la actividad tiene un valor máximo entre 4 y 5 y que con el aumento del 
pH se ve fuertemente deprimida. A pH 2.6 la actividad no se determinó ya que el 
crecimiento fue prácticamente nulo. Este comportamiento volvió a encontrarse cuando 
se estudió el efecto de los microelementos y el pH sobre la actividad enzimática (ver 
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más adelante). Un efecto similar con un máximo de síntesis de enzima un poco antes del 
comienzo de un zona de inhibición del crecimiento fue encontrado por Aguilar y col 17 
en la producción de una exopoligalacturonasa de Aspergillus en el que el máximo de 
actividad enzimática se obtiene comenzando el cultivo a pH 3.5, cuando comienza a pH 
2.5 no puede crecer más allá de las 24 Hs ya que el pH del medio desciende 
normalmente durante el crecimiento y en ese tiempo alcanza un valor de 2.0, que es 
incompatible con el crecimiento. 
 
5.3.3 Efecto de la fuente de nitrógeno. 
 
 Cuando los cultivos se limitaron en urea el pH del medio se mantuvo constante 
alrededor de 5 durante todo el cultivo y no pudo detectarse amoniaco en el 
sobrenadante. La disminución en el crecimiento no fue proporcional a la disminución de 
la fuente de nitrógeno pero la síntesis de la enzima se vio muy disminuida, obteniéndose 
valores de sólo un 20 % de la del testigo (Figura 5.5). Esto demuestra claramente que se 
requiere de un exceso de nitrógeno para favorecer la síntesis de la enzima. 
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Figura 5.5: Crecimiento y actividad enzimática en cultivos 
con diferente cantidad de nitrógeno (0.6 g L-1 es la 
cantidad estequiométrica). 
 A pesar de ser muy conveniente el uso de fuentes de nitrógeno sencillas en medios 
de cultivo definidos, se investigó el efecto de fuentes de nitrógeno complejas sobre el 
crecimiento y la producción de PGasa ya que éstas suelen ser muy utilizadas a nivel 
industrial para la producción de metabolitos. En cada caso, la urea fue reemplazada por 
una cantidad equivalente de nitrógeno Los resultados obtenidos se observan en la figura 
6.5.  
 Puede observarse que el rendimiento en cuanto al crecimiento fue siempre mayor 
que el testigo. Este resultado es esperable ya que las fuentes de nitrógeno complejas 
aportan no sólo un exceso de carbono con respecto a la glucosa sino que además tienen 
factores nutricionales prearmados que hacen que el microorganismo deba gastar menos 
energía en las rutas anabólicas. En estos cultivos sólo se alcalinizó al agotarse la fuente 
de carbono aquel que poseía urea como fuente de nitrógeno. 
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Figura 6.5: Crecimiento y actividad enzimática utilizando 
diferentes fuentes de nitrógeno complejas. P.M. Peptona 
de carne (Merck), B.P. Bacto peptona (DIFCO), Try, 
Tryptona de caseina (DIFCO), S.P., Peptona de Soja 
(OXOID), Y.E., Extracto de levadura (Merck). 
 El análisis de estas muestras indica que las mayores actividades se encuentran en 
los cultivos con triptona y extracto de levadura y que las peptonas producen una 
represión en la síntesis de la enzima, en particular la bactopeptona. En principio no es 
sencillo relacionar la productividad enzimática con estos componentes del medio de 
cultivo sobre todo porque no hay una relación directa entre el crecimiento y la síntesis 
de la enzima con lo que no puede justificarse la variación en la actividad enzimática 
recuperada con la cantidad de carbono que haya en la fuente de nitrógeno ni en la 
existencia de metabolitos preformados. 
 Una posible explicación a este comportamiento es que la fuente de nitrógeno 
utilizada (alguno de sus componentes) interactúe con algún componente del medio de 
cultivo de tal forma que la expresión de la enzima se modifique con respecto a la que se 
obtiene con el MR. Dada la simpleza del medio de cultivo de referencia y la existencia 
en bibliografía de citas con respecto al efecto de los micronutrientes sobre la expresión 
enzimática 18, 19, 20, se investigó la posible interacción entre los hidrolizados utilizados y 
esta fracción del medio de cultivo. 
 A fin de probar si esta hipótesis es correcta, se repitieron los cultivos con extracto 
de levadura en los cuales se omitieron alternativamente la solución de vitaminas y la de 
los micronutrientes inorgánicos en un caso y la solución de micronutrientes inorgánicos 
en el otro (tabla IV.5). 
 
Medio de cultivo Biomasa final  
(g L-1) 
Actividad PGasa  
(U mL-1) 
Urea (MR) 2.70 10.5 
Y.E. 3.70 19.5 
Y.E. sin micronutrientes ni vitaminas 3.80 32.0 
YE sin micronutrientes 3.75 30.2 
 
Tabla IV.5: efecto de la combinación de extracto de levadura 
y microelementos sobre la producción de enzima. 
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 Puede verse que nuevamente la biomasa producida es mayor en todos los medios 
YE y que la actividad se incrementa de una forma muy importante al retirarle los 
micronutrientes. Este comportamiento hace suponer que hay algún componente del pool 
de micronutrientes, al menos en la concentración utilizada, que posee un efecto 
deletéreo sobre la producción enzimática. El extracto de levadura contiene una 
importante cantidad de sustancias complejantes y es posible que su utilización en el 
medio de cultivo disminuya la disponibilidad de los metales y produzca el incremento 
observado en el medio YE. El caso de la bactopeptona es un poco más difícil de 
explicar. La causa más probable quizá sea que contiene como impureza 1.2 µg /g de 
cadmio, el cual tiene un efecto tóxico bastante importante. Gadd 20 ha sugerido que a pH 
cercano a 5, al que transcurre el cultivo, el Cd se encuentra como Cd(OH)+ y este 
complejo puede ingresar a la células mucho más fácilmente que el Cd+2. Al efecto del 
Cd mismo debe agregarse el efecto de los cationes presentes entre los microelementos. 
Entre éstos es de particular importancia el Cu+2 ya que éste posee un efecto tóxico 
sinérgico con el Cd+2 lo que explicaría la disminución tan pronunciada que se observa 
en la síntesis de la enzima 21. 
 A fin de verificar si existe un efecto adverso de los microelementos sobre la 
producción de enzima, se realizó un cultivo para comparar el medio BP completo con 
uno en el que se retiraron los microelementos pero no las vitaminas. 
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Figura 7.5: Efecto de los microelementos sobre el 
crecimiento celular y la producción de PGasa en un cultivo 
con bactopeptona como fuente de nitrógeno sin 
microelementos (A) y con microelementos (B). 
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 Los resultados pueden verse en la figura 7.5. Como puede observarse, esta 
experiencia demuestra que los microelementos (al menos alguno de ellos) ejercen una 
profunda represión en la síntesis de la enzima a pesar de ser indispensables para un 
correcto crecimiento lo cual se demuestra en el hecho de que el 25 % de la fuente de 
carbono no fue consumida en el cultivo sin microelementos (dato no graficado). 
 
5.3.4 Efecto de los microelementos 
 
 Como se ha demostrado en la sección anterior, los microelementos en su conjunto o 
alguno de sus componentes posee una influencia muy marcada en el crecimiento 
microbiano y en la expresión de la PGasa. 
 El efecto de los microelementos sobre la expresión de distintas enzimas ha sido 
reportado por varios autores. Mandels y Reese 22 reportan que para la expresión de 
celulasas por Trichoderma viridae es necesaria la adición a medio de cultivo de 1.0 
mg/L de Fe, 0.8 mg/L de Zn, 0.5 mg/L de Mn y 0.5 mg/L de Co. En este trabajo, los 
autores proponen la posibilidad de que la acción de los cationes sea a nivel de la 
excreción de la enzima por la célula más que a nivel de la producción. Esta hipótesis no 
se ajustaría a nuestro caso ya que la PGasa de G. klebahnii no se acumula 
intracelularmente. Mizusawa y col 19 estudiaron el efecto de los metales sobre la 
producción de proteasas por Streptomyces sp. y encontraron que la adición al medio de 
Mn y Co en concentración 0.1 mM incrementa notablemente la formación de enzima. 
Ellos sugieren la hipótesis de que el efecto de los cationes (particularmente el Mn) es a 
nivel de la maduración intracitoplasmática de la enzima. 
 Otros casos reportados acerca de la necesidad de ciertos elementos trazas para la 
expresión de celulasas 22, xilanasas y beta glucosidasas 23, pectinasas 24 y amilasa 25 
simplemente mencionan las concentraciones más apropiadas para la producción 
enzimática.  
 Dado que para G. klebahnii se observó previamente que los elementos traza ejercen 
una acción negativa sobre la producción enzimática se comenzó la investigación de este 
efecto simplemente diluyendo las soluciones de microelementos pero manteniendo 
constante la composición relativa. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V.5. 
 
Dilución de las soluciones  
madres de microelementos 
Tiempo  
de cultivo 
Actividad enzimática  
(U mL-1) 
1:1 20 10.0 
1:10 20.5 12.2 
1:30 20 34.6 
1:50 20 26.9 
1:70 21.5 76.5 
1:85 22.5 89.8 
1:100 23.5 79.2 
 
Tabla V.5: Influencia de la dilución de las soluciones de 
elementos traza sobre la producción de PGasa con el MR. 
 Puede verse claramente que la actividad enzimática final se incrementa 
enormemente cuando la solución de diluye hasta 1:85. Vale aclarar que el rendimiento 
celular no se modifica mayormente por estos cambios en la composición del medio y 
que la biomasa final en todos los casos fue de 2.7-2.8 g L-1. Sin embargo los cultivos se 
alargan cuando los microelementos se diluyen más allá de 1:50. El tiempo indicado en 
la tabla es aquel en el que se encuentra el máximo de actividad enzimática. Más allá de 
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ese tiempo, el pH del medio hace que la actividad enzimática disminuya (ver más 
adelante). 
 Al medio de cultivo con los microelementos diluidos 1:85 se le llamó MRD (medio 
de referencia diluido) y sobre él se siguió con la investigación acerca del efecto de los 
diferentes microelementos. La concentración final de microelementos en el medio de 
cultivo del MRD es la siguiente (en µM): Mo, 0.0316; Co, 0.0074; Mn, 0.209; Fe, 
0.635, Cu, 0.0353 y Zn, 0.205. 
 En la figura 8.5 se observa la curva de crecimiento del G. klebahnii en el MRD. 
Puede observarse que el comportamiento cinético del crecimiento y de la producción de 
enzima es similar al que se observa en el MR (Figura 2.5) sólo que la cantidad final de 
enzima es mayor. 
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Figura 8.5: Curva de crecimiento de G. klebahnii en  el 
MRD. 
 Puede observarse que tanto en este caso como en el MR la síntesis de enzima está 
directamente asociada al crecimiento y que el máximo de actividad se obtiene 
inmediatamente después de alcanzar la fase estacionaria. Este comportamiento de las 
enzimas hidrolíticas extracelulares con respecto al crecimiento microbiano es muy 
frecuente 26, 13, 27, 28, 10. 
 Para determinar cual o cuales de los microelementos son responsables se llevaron a 
cabo dos series de experiencias en paralelo. 
 En la primera experiencia se realizó una serie de cultivos en los que al MRD le fue 
extraído alternativamente cada uno de los metales. El resultado puede verse en la figura 
9.5 en la que se ha graficado la actividad enzimática como porcentaje de la obtenida en 
el MRD. 
 Puede verse claramente que tanto el Cu como el Mn poseen un efecto negativo ya 
que su omisión en el MRD produce un incremento de 12 % aproximadamente. En 
contraposición, la falta de Co o Mo  produce un decaimiento de 17 % aproximadamente. 
Finalmente se ve que la falta de Fe o Zn produce un efecto mucho más drástico sobre la 
producción de PGasa ya que se ve disminuida en un 40%. En el caso del Fe también el 
crecimiento microbiano se ve fuertemente disminuido los que indica que este metal es 
de vital importancia para G. klebahnii. Este dato es similar al encontrado por Morita y 
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Fujio 29 acerca del efecto de Fe y Zn sobre el crecimiento y la actividad PGasa de 
Rhizopus creciendo sobre un medio mineral. 
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Figura 9.5: Actividad PGasa y biomasa (relativas) luego de 
retirar los metales de a uno en el MRD. 
 En base a estos resultados se realizó una nueva experiencia en la que se utilizó 
como base un medio que sólo contenía Fe y Zn en las concentraciones correspondientes 
al MRD y a ese medio se le fueron adicionando los otros elementos traza también en las 
concentraciones del MRD. 
 Los resultados pueden verse en la figura 10.5. 
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Figura 10.5: Actividad PGasa en relación a la composición 
del pool mineral  A: Medio base con Fe + Zn, B: Fe + Zn 
+ Mn, C: Fe + Zn + Co, D: Fe + Zn + Co + Mn, E: Fe + 
Zn + Co + Mn +Cu. 
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 Puede verse que la actividad es máxima en el caso del medio con Fe y Zn y que el 
agregado de Co no produce ningún efecto sobre la producción enzimática aunque 
provoca un ligero incremento de la biomasa. El agregado de Mn produce una 
disminución importante de la actividad enzimática y el agregado de Cu hace que la 
actividad enzimática obtenida sea mínima. Estos resultados confirman los obtenidos en 
la experiencia anterior (figura 9.5) pero en este caso es más claro el efecto beneficioso 
del Fe y Zn. El efecto negativo encontrado en estos experimentos para el Mn parece 
contradecir la gran importancia que a este catión se le asigna en la síntesis de otras 
enzimas tal como ha sido reportado en las referencias ya citadas 22, 19, 25, 24.  
 Esta diferencia no es fácil de explicar pero quizás haya que tener en cuenta que 
muchas veces la acción de los elementos traza no depende sólo de su concentración sino 
que además depende de la presencia de otros elementos traza y de la interacción con 
ellos. 
 Para discriminar cuál o cuales de los micronutrientes es/son los responsable/s de los 
cambios encontrados en la actividad enzimática se realizó un estudio factorial 
fraccionario 30-32 en base a una matriz de Plackett-Burman 5 de 11 variables y 12 
experimentos. En este caso se ensayaron los microelementos del medio MR a los que se 
agregaron el Ca, el Mg y el pH. El pH se incorporó en este estudio debido a que la 
disponibilidad de los cationes en el medio de cultivo depende mucho de esta variable a 
causa de la formación de complejos con grupos OH- de composición variable 20.  
 Para realizar el diseño factorial se tomo como nivel basal de concentración de 
microelementos al del MRD y sobre él se aumentaron (+) y disminuyeron (-) las 
concentraciones. Las concentraciones basales, aumentadas y disminuidas de cada 
variable se indican en la tabla VI.5 (las concentraciones están en µg de sal / L). 
 
 
Variable Nivel basal (+) (-) 
pH 3.3 3.6 3.0 
CaCl2 0.125 0.2 0.05 
MgSO4 1.05 1.2 0.9 
Na2MoO4 9.08 12.7 5.46 
KI 1.4 1.96 0.84 
BO3H3 1.4 1.96 0.84 
CoCl2 2.1 2.94 1.26 
MnSO4 45.015 58.82 25.21 
ZnSO4 70.025 98.03 42.02 
FeSO4 210.025 294 126.05 
CuSO4 10.5 14.7 6.3 
 
Tabla VI.5: valores de las 11 variables en el diseño de 
Plackett Burman 
 Junto con estos experimentos se realizaron cuatro repeticiones del cultivo en las 
condiciones basales para calcular el error estándar del estudio.  
 Los datos se analizan estadísticamente para identificar que variables tienen un 
efecto significativo sobre la expresión de PGasa. Inicialmente, el efecto de cada variable 
(i) respecto a su respuesta (Ei) fue determinado restando el promedio de las respuestas 
de nivel bajo (-) del promedio de las respuestas de nivel alto (+) para cada parámetro. 
La forma más sencilla para calcular el efecto de las interacciones es a través del 
algoritmo de Yates 33 (Ver apéndice I) 
 Luego fue estimado el valor de t de Student para cada variable (Ei)/S. Por último, el 
nivel de significancia del efecto de cada variable fue determinada empleando la 
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distribución t de Student (95% de confidencia). Valores con significancia mayor de 80% 
fueron considerados como efectos significativos sobre la expresión de PGasa.  
 
Exp. pH Ca Mg Mo I B Co Mn Zn Fe Cu 
Act 
PGasa 
1 + + - + + + - - - + - 142.6 
2 - + + - + + + - - - + 217.8 
3 + - + + - + + + - - - 146.0 
4 - + - + + - + + + - - 230.1 
5 - - + - + + - + + + - 171.7 
6 - - - + - + + - + + + 163.9 
7 + - - - + - + + - + + 120.9 
8 + + - - - + - + + - + 145.9 
9 + + + - - - + - + + - 143.7 
10 - + + + - - - + - + + 187.2 
11 + - + + + - - - + - + 161.9 
12 - - - - - - - - - - - 203.6 
13 b* b b b b b b b b b b 220.8 
14 b b b b b b b b b b b 202.0 
15 b b b b b b b b b b b 219.0 
16 b b b b b b b b b b b 213.0 
Efecto -52 16.5 3.57 4.7 9.1 -10 1.5 -5.3 -0.13 -29.4 -6.75  
t -6.14 1.95 0.42 0.55 1.07 1.18 0.17 0.62 -0.02 -3.47 0.73  
Sign. 99% 80% -- -- -- -- -- -- -- 95% --  
* b = Nivel basal 
Tabla VII.5: Diseño estadístico de Plackett Burman para el 
estudio de los microelementos. 
 La tabla VII.5 muestra los resultados de cada experimento, así como el efecto de 
cada variable, su valor de t y su valor de significancia. Por concisión sólo se pusieron 
como encabezado los elementos de interés y no las sales completas. 
 Teniendo en cuenta estos resultados, se realizó un diseño factorial completo de 
cuatro variables a dos niveles en el que se utilizaron como variables el pH, Fe, Ca y 
K2HPO4. Como cuarta variable se incluyo al K2HPO4 ya que en estudios previos 
pareció tener cierta influencia sobre la expresión enzimática. 
 
Exp Nº pH K2HPO4 CaCl2 FeSO4 Act 
1 - - - - 205 
2 + - - - 133.9 
3 - + - - 195.7 
4 + + - - 138.5 
5 - - + - 199.7 
6 + - + - 140.8 
7 - + + - 200.6 
8 + + + - 135 
9 - - - + 180.6 
10 + - - + 124.2 
11 - + - + 194.7 
12 + + - + 120 
13 - - + + 189.6 
14 + - + + 124 
15 - + + + 189.6 
16 + + + + 124.1 
 
Tabla VIII.5: Diseño factorial completo de con los 
resultados de cada experiencia. 
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 Los diseños factoriales completos permiten determinar interacciones entre variables 
además de efectos directos. La cantidad de experiencias a realizar en este caso es de 
24=16. 
 El diseño completo así como la actividad recuperada en cada caso se indica en la 
tabla VIII.5.  
 Los valores de cada variable fueron los siguientes: pH: +3.5, - 2.5; K2HPO4: + 1 
g/L, - 0.5 g/L; CaCl2 2H2O: + 0.2 g/L, - 0.1 g/L; FeSO4 7H2O: + 210 µg/L, - 105 µg/L. 
 Para calcular el efecto sobre la expresión de PGasa de cada una de las variables así 
como de las interacciones entre ellas se procede de igual forma que con el diseño de 
Plackett Burman. En este caso fueron calculados utilizando el algoritmo de Yates. Las 
interacciones se indican en la tabla juntando los números de los factores individuales 
(p.e. la interacción entre pH y CaCl2 se indica como 13) 
 
Factor   1   2    3    4  12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234 
Efecto -64.38 0.05 1.35 -12.8 -1.38 0.48 -1.18 -1.25 2.45 0.6 -0.28 -3.18 -0.48 -1.2 4.88 
 
Tabla IX.5: Efecto de las variables principales así como de 
las interacciones del diseño factorial completo (calculadas 
según el algoritmo de Yates). 
 Como en este tipo de ensayo no se utilizan replicados, no puede calcularse 
directamente la desviación estándar. Para resolver este problema, cuando se utiliza el 
algoritmo de Yates, se calcula la desviación estándar en base a los datos de las 
interacciones de tres o más componentes, bajo la suposición de que no son 
estadísticamente importantes. Con ese valor se calcula el valor de t de Student y con el 
la significancia de los datos.  
 En algunos casos pueden encontrarse interacciones de orden mayor que dos, sobre 
todo en el caso de metales y pH por lo que en lugar de calcular la significancia por el 
método anteriormente descrito, se calculó realizando un gráfico de los efectos 
calculados por Yates sobre papel probabilístico normal 33. 
 Para realizar un grafico en este tipo de escala se debe considerar a los 15 efectos, 
primarios y las interacciones, como pertenecientes a una distribución normal, se los 
ordena en forma creciente y a cada uno se le asigna un valor de probabilidad p (%) de la 
siguiente forma: se divide a la escala de ordenadas en 15 fracciones iguales y a cada 
unos de los efectos se lo ubica en el medio de dicha fracción, 3.3% para el primero, 10% 
para el segundo, etc. Luego se grafica p % en función del valor de cada efecto. Si los 
datos se han producido únicamente debido a una variación aleatoria (aproximadamente 
normal) y los cambios en el nivel de las variables no tuvieron ningún efecto sobre la 
expresión de PGasa, el grafico de p % en función de los efectos ordenados en forma 
creciente será, en papel probabilístico normal, una línea recta.  
Si alguno de los puntos no cae dentro de dicha recta, significa que el efecto de esa 
variable es significativo. En la figura 11.5 se muestra la representación de los datos del 
diseño factorial. 
  Puede verse que sólo el pH y el Fe tienen un efecto significativo sobre la actividad 
enzimática. El resto de los efectos, tanto primarios como superiores, se ajustan muy 
bien a una línea recta, lo que indica que sus valores pueden ser explicados simplemente 
por una dispersión estadística. 
 Teniendo en cuenta estos resultados, se realizó un estudio de superficie de respuesta 
a fin de seleccionar una composición de microelementos que optimizara la producción 
de enzima. Para tal fin se utilizó el diseño realizado por Doehlert 6. 
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Figura 11.5: Efecto de las diferentes variables e 
interacciones sobre la actividad PGasa. Las medidas que 
caen sobre la línea recta no poseen significancia estadística 
ya que no pueden ser separadas del “ruido”. 
 Los métodos de superficie de respuesta permiten encontrar con pocos experimentos 
la zona en la que se magnifica la expresión de la enzima que se busca. Si el ensayo se 
realiza en una zona alejada del máximo la superficie suele ser plana y puede ser 
representada por un polinomio lineal. La dirección que marca la máxima pendiente de 
dicha superficie indica cual es la zona en la que hay que realizar el próximo ensayo.  
  Teniendo en cuenta los resultados del diseño factorial y considerando que el Zn+2 
resultó de importancia en ensayos anteriores, el primer diseño de Doehlert se realizo 
teniendo al pH, el Fe+2 y Zn+2 como variables. En este caso se tomaron los siguientes 
valores para centrar el polígono de Doehlert: pH 3.5, Fe 0.5 mg/L (como sal) y Zn 60 
µg/L (como sal). Los valores del resto de los ensayos, así como los valores de actividad 
enzimática se muestran en la tabla X.5. 
 
Ensayo pH Fe Zn pH Fe Zn Actividad 
 Codificado Codificado Codificado  mg/L µg/L PGasa (U/mL) 
1 -0.816 -0.5 -0.289 2.5 0.35 43.31 187.7 
2 -0.816 0 0.577 2.5 0.50 93.31 165.4 
3 -0.816 0.5 -0.289 2.5 0.65 43.31 164.3 
4 0 -1 0 3.5 0.20 60.00 156.3 
5 0 -0.5 -0.866 3.5 0.35 10.00 80.9 
6 0 -0.5 0.866 3.5 0.35 110.00 162.6 
7 0 0.5 0.866 3.5 0.65 110.00 132.9 
8 0 0.5 -0.866 3.5 0.65 10.00 143.5 
9 0 1 0 3.5 0.80 60.00 157.5 
10 0.816 -0.5 0.289 4.5 0.35 76.69 116.2 
11 0.816 0 -0.577 4.5 0.50 26.69 86.4 
12 0.816 0.5 0.289 4.5 0.65 76.69 112.5 
13 0 0 0 3.5 0.50 60.00 149.3 
14 0 0 0 3.5 0.50 60.00 156.7 
15 0 0 0 3.5 0.50 60.00 156.4 
 
Tabla X.5: Diseño de Doehlert para tres variables, pH, Fe y Zn. 
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 Los valores de los coeficientes para el polinomio obtenido con estos datos así como 
los valores del análisis de variancia se observan en la tabla XI.5. 
 
 Valor P 
Constante 154.13  
A (pH) -41.32 0.0026 
B (Fe) 1.025 0.6729 
C (Zn) 17.89 0.0134 
AA -15.51 0.0507 
AB 30.94 0.0292 
AC 14.60 0.1142 
BB 2.77 0.5445 
BC -53.29 0.0081 
CC -33.14 0.0131 
Falta de ajuste  0.0911 
   R2 = 0.95 
Tabla XI.5: Análisis de varianza de la experiencia de 
superficie de respuesta según Doehlert para tres variables. 
 En la tabla puede observarse que hay 5 términos (6 si consideramos AA) con 
valores de P menor que 0.05 lo que indica que poseen valores significativos con una 
confianza del 95 %.  
 Puede verse que el Fe no posee un efecto significativo aunque si es significativo 
su efecto combinado con el pH (AB) y con el Zn (BC). El Zn en cambio si posee un 
efecto significativo siendo éste positivo. Este resultado concuerda con el encontrado 
cuando se quitaron los metales de a uno en el medio de referencia diluido (Fig. 10.5). El 
modelo posee un ajuste aceptable ya que la falta de ajuste (lack off fit) no es 
representativa (p > 0.05). El polinomio resultante es: 
 
22 .14.33..29.53..94.30.51.15.89.17.32.4113.154 ZnZnFeFepHpHZnpHPGasa --+-+-=  
 
 A partir de este polinomio se calculó la actividad resultante para tres valores de pH, 
2.5, 3.5 y 4.5, y con esos valores se realizaron gráficos de actividad en función del Fe y 
Zn (figura 12.5). 
 Puede verse claramente que a medida que el pH disminuye, todas las curvas dan 
valores más altos de actividad enzimática. A pH 4.5 la actividad depende más del Fe 
que a pH más ácidos y la relación entre actividad y Fe se invierte siendo directamente 
proporcionales a pH 4.5. Este comportamiento es esperable dado que, mientras menos 
ácido es el medio, menor es la disponibilidad de Fe debido a la hidrólisis. 
 A valores bajos de pH, el efecto del Zn+2 sobre la expresión de PGasa diminuye y 
los mayores cambios en la actividad enzimática se observan con la disminución de la 
concentración de Fe+2. 
 Teniendo en cuenta estos datos, se realizó un nuevo diseño manteniendo constante 
la concentración de Zn+2 en 60 µg / L y tomando como variables pH y [Fe]. Como la 
actividad enzimática fe mayor a valores bajos de pH y de [Fe], se realizó el diseño 
centrando el hexágono a valores de pH inicial y [Fe+2] de 3.3 y 0.2 mg/L (como sal) 
respectivamente a fin de barrer los valores cercanos al máximo de la experiencia 
anterior. Se tomaron tres valores de Fe y cinco de pH. 
 Los valores utilizados en dicho ensayo así como los valores de actividad enzimática 
encontrados se muestran el la tabla XII.5. 
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Figura 12.5: Efecto del pH y la concentración de Fe y Zn 
sobre la actividad PGasa calculado en base al diseño de 
Doehlert.  
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 El valor de la muestra 7 resulta extremadamente baja en comparación con el resto 
pero esto es debido a que G. klebahnii no puede crecer a ese valor de pH. A pesar de no 
tener todos los datos del modelo se puede observar claramente que dentro del rango de 
concentraciones de Fe analizadas, no hay efecto observable de esta variable sobre la 
actividad enzimática. Las muestras 5 y 9 y las 6 y 8, que tienen igual pH entre si y 
diferente concentración de Fe poseen prácticamente la misma actividad. Evidentemente 
en estas condiciones de crecimiento, sólo el pH tiene efecto sobre la actividad 
enzimática. 
 
Muestra 
 
pH Fe 
mg / L 
pH Fe 
mg / L 
Dilución 
del Fe* 
Actividad PGasa 
U / mL 
 Codificado Codificado Real Real   
1 0 0 3.3 0.2 1:75 181.8 
2 0 0 3.3 0.2 1:75 174.4 
3 0 0 3.3 0.2 1:75 174.8 
4 1 0 4.3 0.2 1:75 95.3 
5 0.5 0.866 3.8 0.25 1:60 110.6 
6 -0.5 0.866 2.8 0.25 1:60 219.0 
7 -1 0 2.3 0.2 1:75 38.1 
8 -0.5 -0.866 2.8 0.15 1:100 236.0 
9 0.5 -0.866 3.8 0.15 1:100 112.6 
*Con respecto a la concentración en el MR 
 
Tabla XII.5: Condiciones de cultivo y actividad PGasa 
recuperada en el primer ensayo de dos variables según el 
diseño de Doehlert. 
 
 Esta dependencia con una sola de las variables es muy común encontrarla en zonas 
alejadas del máximo, en este caso una superficie plana se ajusta bien a la realidad 33. 
Para centrar la nueva superficie de respuesta, el paso siguiente es moverse hacia una 
zona en la que la segunda variable posea algún efecto. Esto se hace generalmente 
siguiendo la línea que marca la mayor pendiente de la superficie pero en este caso en 
particular no se puede hacer eso ya que esa técnica nos llevaría hacia zonas más ácidas 
que las de esta experiencia y eso no permitiría el crecimiento microbiano. 
 
Muestra 
 
pH Fe 
mg / L 
pH Fe 
mg / L 
Actividad PGasa 
U / mL 
 Codificado Codificado    
1 0 0 3.5 0.5 103.0 
2 0 0 3.5 0.5 101.5 
3 0 0 3.5 0.5 107.8 
4 1 0 4.5 0.5 71.0 
5 0.5 0.866 4.0 0.75 81.4 
6 -0.5 0.866 3.0 0.75 158.5 
7 -1 0 2.5 0.5 156.8 
8 -0.5 -0.866 3.0 0.25 171.7 
9 0.5 -0.866 4.0 0.25 91.3 
 
Tabla XIII.5: Condiciones de cultivo y actividad PGasa 
recuperada en el segundo ensayo a dos variables según el 
diseño de Doehlert. 
 Dado que no se encontró ningún efecto del Fe sobre la actividad en este rango de 
concentraciones y experimentos anteriores mostraron que dicho elemento es importante 
para la expresión de la enzima (Figuras 9.5, 10.5 y 12.5) se realizó el siguiente 
Capitulo 5  Expresión de PGasa en cultivos batch 
 117  
experimento ubicando el hexágono en concentraciones mayores de Fe y además se 
elevó un poco el valor central del pH para que la muestra del extremo más ácido del 
hexágono no sufra inhibición del crecimiento. Los valores centrales elegidos fueron pH 
3.5 y [Fe] = 0.5 mg/L. Los valores de los siete puntos experimentales, así como la 
actividad PGasa obtenida en cada caso se muestran en la tabla XIII.5.  
 
 Este ligero incremento en el pH hace que el G. klebahnii pueda crecer en todas las 
condiciones de cultivo. Puede verse que en este rango de Fe y pH las dos variables 
influyen sobre el valor de la actividad enzimática recuperada aunque se observa que el 
incremento en función de la disminución del pH es mucho más importante que en 
función del Fe.  
 
 El análisis de varianza para este conjunto de datos se muestra en la tabla XIV.5. 
 
 Coeficiente de regresión P 
Constante 104.4  
A : pH -54.9 0.0011 
B : Fe -6.71 0.0685 
AA 9.5 0.0819 
AB 1.9 0.6563 
BB 25.6 0.0130 
Falta de ajuste  0.0117 
     R2 = 0.919 
 
Tabla XIV.5: Análisis de varianza de la superficie de 
respuesta según el diseño de Doehlert para dos variables.  
 
 Puede observarse que sólo el pH y el Fe al cuadrado tienen peso como variable ya 
que sus valores de P son los únicos menores de 0.05. El modelo tiene una falta de ajuste 
(Lack-off-fit) significativa (P < 0.05), a pesar de ello, puede aceptarse ya que r2 = 0.91, 
lo que indica que la superficie estima bien los valores de actividad enzimática 34. Box y 
Draper 35 indican que si la cantidad de datos incluidos en el análisis es elevada, un 
modelo con una falta de ajuste significativa pero con un R2 elevado puede ser usado. En 
estas condiciones de cultivo no puede encontrarse un máximo absoluto ya que la 
tendencia indica un aumento de actividad cuando G. klebahnii crece a valores de pH 
menores pero cuando el pH inicial disminuye de 2.5, el crecimiento se detiene. 
 El polinomio resultante queda: 
 
   Act PGasa = 104.4 – 54.9 x pH + 25.6 x Fe2. 
 
 Los datos obtenidos en los dos experimentos son coherentes uno con otro por lo 
que se pueden usar juntos en una grafica de contorno de actividad enzimática en función 
de la concentración de Fe y del pH (figura 13.5). 
 En la figura se observa que la actividad enzimática aumenta cuando el pH 
disminuye pero el cambio es mucho menor cuando varía la concentración de Fe. Lo 
mismo se observa en los datos del análisis de varianza, sólo el pH es significativo en 
estas condiciones. 
 Cabe observar que en la figura 12.5, a valores de [Zn+2] de 60 µg .L-1, las 
actividades enzimáticas son muy semejantes a las encontradas en la figura anterior para 
iguales valores de pH y Fe. Dado que son experimentos completamente independientes, 
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este resultado permite pensar que los polinomios obtenidos en cada caso son 
representativos de la realidad. 
 
pH
2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
F
eS
O
4  
(m
g 
. L
-1
)
0.2
0.3
0.4
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0.6
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80
80
80
100
100
100
100
80
120
120
120
120
100
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140
140
140
120
160
160
160
160
140
180
180
200
200
160
220
240
180
 
Figura 13.5: Efecto del pH y de la concentración de Fe+2 
sobre la actividad PGasa.  
 Por medio de ensayos sencillos llevados a cabo en batch, se pudo incrementar la 
expresión de la enzima en un factor de 20, desde las 10 U/mL encontradas en el medio 
de referencia hasta obtener más de 200 U/mL en las condiciones optimizadas. 
 Para verificar que el efecto de los cambios en el medio de cultivo fueran sobre la 
expresión de PGasa y no sobre su actividad o sobre la expresión de una segunda enzima 
pectolítica que resultara en un artefacto de medida se realizo un SDS-PAGE del 
sobrenadante de algunas de las muestras obtenidas en estos ensayos. Para tal fin se 
realizó una centrifugación del cultivo al final de la fase de crecimiento y se sembraron 
40 µL del sobrenadante sin dilución. Los resultados obtenidos pueden verse en la figura 
14.5.  
 En las calles 1 y 2 se sembraron muestras de sobrenadantes de un cultivo en MR. 
La calle 1 corresponde a una muestra tomada a mitad del cultivo (6 U . mL-1) y en la 2 
la muestra se tomó al finalizar el cultivo (15 U . mL-1). En las calles 3 y 4 se sembraron 
sobrenadantes de los cultivos 7 y 9 de la tabla XIII.5 (156 y 91 U . mL-1 
respectivamente). En la calle 5 se sembraron los patrones de PM.  
 Como puede verse el sobrenadante de cultivos de G. klebahnii presenta una única 
banda proteica que se corresponde por el PM con la PGasa-SE (43 KD) 36. En la figura 
se ve claramente que la actividad enzimática es proporcional a la cantidad de proteína 
encontradas en el sobrenadante.  
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Figura 14.5: SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivos de 
G. klebahnii con diferente actividad enzimática. En las 
calles 1 a 4 se sembraron muestras sin diluir con 
actividades de 6, 15, 156 y 91 U . mL-1 respectivamente. 
 Debido a estos resultados, puede asegurarse que las variaciones encontradas en la 
actividad enzimática frente a las diferentes variables ensayadas se debe a la acción de 
los cambios realizados sobre la expresión de PGasa. 
 Teniendo en cuenta el incremento en la producción de enzima conseguido durante 
la investigación reportada, se propone el siguiente medio de cultivo para maximizar la 
producción de PGasa: 
 
Componente Concentración 
Glucosa 5 g/L 
Urea 0.6 g/L 
K2HPO4 1 g/L 
Cítrico 0.45 g/L 
CaCl2 . 2H2O 0.1 g/L 
MgSO4 7H2O 0.6 g/L 
FeSO4 . 7H2O 0.2 mg/L 
ZnSO4 .  60 µg/L 
Vitaminas  1 mL/L (del stock) 
pH inicial 2.5 
  
 
Tabla XV.5: Medio de cultivo optimizado para la obtención 
de PGasa. 
 Al medio no se le incorpora la solución de aniones ni Co (ya que no tienen ningún 
efecto), Mn y Cu (que son deletéreos para la expresión de la enzima). 
      1         2                3             4             5 
97 
66 
45 
30 
20.1 
14.4 
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5.4 Apéndice I 
 
Cálculo de los efectos primarios y secundarios en un diseño 
factorial mediante el algoritmo de Yates. 
 
 En esta parte del capítulo se explica como calcular los efectos causados por ciertas 
variables sobre algún parámetro mesurable de un proceso. Para mayor información se 
recomienda el capítulo 10 de “Estadística para investigadores” de Box, Hunter y Hunter 
33. 
 Un diseño factorial permite estudiar el efecto positivo o negativo que cierto número 
de variables tienen sobre una determinada propiedad de un sistema experimental. Para 
ello, las distintos variables a estudiar se fijan en dos valores arbitrarios, uno alto (+) y 
uno bajo (-). Los diseños factoriales se dividen en dos categorías, completos y 
fraccionarios. En los primeros, las variables (+) y (-) deben combinarse en todas las 
formas posibles y por lo que el número de ensayos que son requeridos es 2n donde n es 
el número de variables estudiadas. Este tipo de estudios tiene la ventaja que permite 
estudiar directamente el efecto de las diferentes variables en forma independiente así 
como de todas las combinaciones posibles. El inconveniente que tienen es que requieren 
un número muy alto de ensayos independientes, esto los hace muy difíciles de realizar 
para más de 5 variables.  
 A diferencia de estos, en los diseños factoriales fraccionarios sólo se toman algunas 
combinaciones de valores decrecidos e incrementados de todas las variables. Esto hace 
que sea muy sencillos de realizar pero no permiten, en general, calcular las 
interacciones superiores entre los diferentes efectos estudiados. Qué combinaciones de 
variables se utilizan dependo del diseño utilizado pero en todos los casos los efectos 
resultantes se calculan de la misma forma. En todos los casos se realizan una suma 
algebraica de los efectos positivos y los negativos y estas sumas, divididas por la 
varianza del método se comparan con el valor de t deseado 33. 
 El algoritmo de Yates es un procesamiento matemático que permite calcular dichos 
efectos primarios y secundarios de una forma muy sencilla.  
 La utilización del algoritmo en un diseño factorial completo se explica tomando 
como ejemplo el experimento citado en la tabla IX de este capítulo en el que se estudia 
el efecto de pH, K2HPO4, CaCl2 y FeSO4 sobre la actividad de PGasa. Para facilitar el 
seguimiento de los números, se transcribe la tabla IX como tabla I del apéndice. 
 Para poder utilizar el algoritmo de Yates las observaciones deben ser ordenadas de 
forma estándar. Un diseño factorial está en orden estándar cuando, como en la tabla 
XVI.5 la primera columna de la matriz del diseño consta de signos + y – alternados; la 
segunda, alternados de dos en dos; la tercera de cuatro en cuatro y así sucesivamente.  
 En general, la columna k-esima consta de 2k-1 signos menos seguidos de 2k-1 signos 
más. En la tabla también se indica el valor obtenido en cada experimento independiente. 
 Para calcular los efectos producidos por las diferentes variables y sus interacciones 
se debe realizar la suma algebraica del valor de cada experimento con el signo que le 
corresponde según la tabla de diseño. A fin de saber que signo le corresponde a las 
diferentes interacciones se multiplican las columnas de las distintas variables según sea 
la combinación (Tabla XVII.5). 
 Una vez que se calcula el signo correspondiente para cada celda (experimento / 
interacción) el efecto de cada interacción se calcula multiplicando cada columna por la 
columna de los resultados (para obtener cada valor con el signo que le corresponde en 
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cada caso) y luego realizando la suma algebraica para cada columna y dividiendo el 
resultado de la suma por el factor que le corresponda en cada caso. Para un ensayo de n 
variables (2n experimentos) el divisor en cada columna vale 2n para la media de los 
efectos y 2n-1 para el resto. En la tabla XVI.5 se observa el resultado de dicha operación. 
 
Exp Nº pH K2HPO4 CaCl2 FeSO4 Act 
1 - - - - 205.0 
2 + - - - 133.9 
3 - + - - 195.7 
4 + + - - 138.5 
5 - - + - 199.7 
6 + - + - 140.8 
7 - + + - 200.6 
8 + + + - 135.0 
9 - - - + 180.6 
10 + - - + 124.2 
11 - + - + 194.7 
12 + + - + 120.0 
13 - - + + 189.6 
14 + - + + 124.0 
15 - + + + 189.6 
16 + + + + 124.1 
 
Tabla XVI.5: ordenamiento de los datos en un diseño 
factorial fraccionario en orden estándar.  
 
 Para verificar si los efectos de las diferentes variables son significativos, sus valores 
deben ser comparados con el valor de la desviación de la medida (s) o su estimador 
muestral S. Como en este tipo de experimentos es común que no existan duplicados, 
normalmente no existe un valor de S verdadero sacado del promedio de las varianzas de 
las repeticiones de los ensayos independientes. Para solucionar este problema se hace 
una serie de suposiciones, la más importante de las cuales es que no existen 
interacciones de orden superior a dos por lo que esos valores medirán diferencias 
debidas al error experimental.  
 En el caso del ejemplo los valores de dichos efectos son –0.28, -3.18, -0.48, -1.2 y 
4.88. 
 Una ves seleccionados los valores de los efectos, se calcula la suma de los efectos 
al cuadrado y se divide por el numero de interacciones tomadas en cuenta, en este caso 
5 y se le calcula la raíz cuadrada. Este dato representa la desviación típica del 
experimento. En este caso resulta ser 2.67. Con este número se puede calcular el valor 
de t para cada efecto particular como t = Ei / S. Una vez calculado el valor de t puede 
decidirse si un determinado efecto es significativo o no. 
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Exp.  1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234 Res 
1 1 - - - - + + + + + + - - - - + 205 
2 1 + - - - - - - + + + + + + - - 133.9 
3 1 - + - - - + + - - + + + - + - 195.7 
4 1 + + - - + - - - - + - - + + + 138.5 
5 1 - - + - + - + - + - + - + + - 199.7 
6 1 + - + - - + - - + - - + - + + 140.8 
7 1 - + + - - - + + - - - + + - + 200.6 
8 1 + + + - + + - + - - + - - - - 135 
9 1 - - - + + + - + - - - + + + - 180.6 
10 1 + - - + - - + + - - + - - + + 124.2 
11 1 - + - + - + - - + - + - + - + 194.7 
12 1 + + - + + - + - + - - + - - - 120 
13 1 - - + + + - - - - + + + - - + 189.6 
14 1 + - + + - + + - - + - - + - - 124 
15 1 - + + + - - - + + + - - - + - 189.6 
16 1 + + + + + + + + + + + + + + + 124.1 
Divisor 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8  
Efecto  -64.28 0.05 1.35 -12.8 -1.38 0.48 -1.18 1.25 2.45 0.6 -0.28 -3.18 -0.48 -1.2 4.88  
t  -24.7 0.01 0.506 -4.79 -0.517 0.179 -0.442 0.468 0.9170.225 -0.11 -1.90 -0.18 -0.45 1.82  
 
Tabla XVII.5: Tabla de calculo de efectos según el diseño de Yates para las variables independientes y sus inteacciones. 
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5.5 Apéndice II - Tabla generatriz depara el diseño de Doehlert 
 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
1.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.86602 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.86602 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.81650 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.81650 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.81650 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.79067 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.79067 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.79067 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.79067 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.77460 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.77460 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.77460 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.77460 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.63246 0.77460 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.63246 0.12910 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.76376 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.75593 0.00000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.75000 0.00000 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.75000 0.00000 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.08333 0.74536 0.00000 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66667 0.74536 0.00000 
0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.08333 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66667 0.07454 0.74162 
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.67082 0.74162 
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CAPITULO 6 
Expresión de PGasa en cultivo continuo. 
 
6.1 Introducción. 
 
 Una vez determinados los parámetros cinéticos y estequiométricos del crecimiento 
de G. klebahnii (capítulo cuatro), así como la expresión de PGasa en sistema batch 
(capítulo cinco), se procedió a estudiar el efecto sobre la expresión enzimática de 
distintas variables en cultivo continuo. Este sistema de cultivo, tal como se comentó en 
el capítulo cuatro, posee la enorme ventaja de que permite diferenciar los cambios 
fenotípicos (expresión de alguna enzima, generación de productos, etc) generados por 
una variación en la composición del medio o en las condiciones de cultivo de aquellos 
que se generan a través de cambios en la velocidad específica de crecimiento causados a 
su vez por los cambios realizados en el medio. 
 Como se demostró en el capítulo cuatro, el medio de referencia (MR) puede sostener 
el crecimiento de G. klebahnii por lo que fue utilizado como base para los estudios 
realizados para el presente capítulo. Sobre él se realizaron las variaciones en cada caso. 
 La producción de enzimas puede ser reguladas en forma positiva o negativa por 
mecanismos de control tales como inducción, inhibición por retroalimentación y 
represión catabólica. La síntesis de muchas enzimas es fuertemente reprimida cuando el 
microorganismo crece en azucares fácilmente fermentables 
  G. klebahnii es un hongo levaduriforme pleomórfico y durante el crecimiento cambia 
notablemente su morfología. Dependiendo de las condiciones de cultivo y de la 
limitación puede modificar su forma de células levaduriformes aisladas hasta una forma 
miceliar con pocas ramificaciones. Ejemplos de dicho cambio pueden observarse en la 
figura 1.6. Estos cambios de forma fueron estudiados en cultivo continuo para verificar 
si existe alguna relación entre la forma predominante y los niveles de actividad 
enzimática. 
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Figura 1.6: Forma miceliar y celular del G. klebahnii. 
  
 Las razones de este cambio morfológico no son claras pero suelen estar asociado a 
situaciones de stress. Tal es el caso de Kluyveromyces marxianus 10 o Saccharomyces 
cerevisiae 12 creciendo bajo limitación por nitrógeno. Debaryomyces hansenii creciendo 
en cultivo continuo con xilosa como fuente de carbono cambia de forma levaduriforme 
a miceliar por disminución de la tensión de O2 y este cambio es completamente 
reversible. Candida utilis tiende a formar pseudomicelio cuando la concentración de 
nitrógeno disminuye en el medio de cultivo 8. 
 
6.2 Materiales y métodos 
 
6.2.1 Cepa. 
En todos los ensayos realizados se utilizó el Geotrichum klebahnii ATCC 42397 
 
6.2.2 Mantenimiento de la cepa. 
 
Los medios y protocolos de mantenimiento de la cepa son los mismos que los vistos en 
capítulo de estequiometría del crecimiento. 
 
6.2.3 Medios de cultivo. 
 
 Medio de referencia (MR): Se utilizó como referencia el mismo medio que en el 
capítulo arriba mencionado y sobre él se realizaron las variaciones pertinentes. 
 
6.2.4 Cultivos: 
 Al igual que en el capítulo anterior se utilizó un biorreactor Inceltech LH serie 210 
con control automático de pH por electrodo de vidrio (Mettler Toledo) y de temperatura 
(resistencia interna y refrigeración por serpentín). Además posee monitoreo on line 
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(aunque no control automático) de O2 por electrodo polarográfico Mettler. 
 El reactor posee un adquisidor de datos con el que se registra en tiempo real el valor 
de temperatura, O2 y pH. Esto permite observar cualquier posible alteración debido a 
problemas eléctricos o mecánicos que pudieran ocurrir durante periodos en los que el 
cultivo este sin atención. 
  El protocolo de trabajo fue el mismo que para los estudios sobre cinética y 
estequiometría del crecimiento. Al igual que el caso de los cultivos batch la separación 
de biomasa para posterior determinación enzimática se realizó por centrifugación y no 
por filtración debido a la adsorción casi cuantitativa de la enzima en las membranas de 
acetato de celulosa. Las muestras se guardaron en tubos de vidrio a -18 ºC hasta su 
análisis.  
6.2.5 Medida de actividad enzimática.  
 
 La actividad enzimática se determinó mediante la técnica de PGasa, descripta en el 
capítulo tres. 
 
6.2.6 Cambios en la morfología celular. 
 
 El cambio en la morfología se siguió por observación microscópica y se cuantificó 
según el siguiente protocolo. 
 La muestra (@  250 mL exactamente medidos) se filtró por un tamiz de malla 230 
(abertura = 65 m) para separar la biomasa en 2 tipos en función del tamaño de los 
diferentes tipos morfológicos. La biomasa retenida en el tamiz se lavó con H2O (d), se 
resuspendió y se llevó a volumen. Se utilizaron alícuotas de volúmenes apropiados del 
retenido (formas de tamaño “grande” o micelio), del filtrado (formas de tamaño “chico” 
o artrosporos) y de muestras del cultivo sin filtrar (biomasa total) para la determinación 
de los respectivos pesos secos por filtrado a través de membrana de 0,45 m  de poro 
(E04WP04700, MSI, USA). La biomasa retenida se lavó y secó a peso constante a 
80°C. Un esquema de la operación de separación de formas celulares se muestra en la 
figura 2.6. 
 En el caso de que se quisiera utilizar la biomasa obtenida de cada fracción en algún 
cultivo subsiguiente, la muestra se tomo en un erlenmeyer estéril, todo el material 
utilizado se lavó convenientemente con etanol al 70 % y la operación de separación se 
realizó en el banco de flujo laminar. 
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Figura 2.6: Esquema operativo de la separación de formas 
celulares y miceliares de G. klebahnii. 
Centrifugar 10’ 
12.000 ´  g 
Medida de 
Act. Enz. 
Peso seco 
micelio 
Peso seco 
artrosporas 
Hielo 
Peso seco total 
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6.3 Resultados y Discusión 
 
6.3.1 Efecto de la velocidad de dilución. 
 La primera variable estudiada fue la relación entre la velocidad especifica de 
producción de PGasa en relación con la velocidad específica de crecimiento. Para tal fin 
se realizaron tres cultivos continuos con el medio de referencia en los que se fue 
modificando la velocidad de dilución (D). A modo de duplicado, los cultivos se hicieron 
de tal forma que quedaran solapados. El resultado puede verse en la figura 3.5. Se 
observa que a medida que la velocidad de crecimiento aumenta, la expresión de la 
enzima se incrementa en forma muy notoria. La actividad a cada valor de D entre 
muestras de diferentes cultivos e incluso entre muestras del mismo estacionario poseen 
una dispersión bastante marcada pero la tendencia hacia valores mayores de actividad se 
aprecia claramente. Este comportamiento con la velocidad de dilución resulta opuesto al 
encontrado por Zetelaki para PGasa de Aspergillus 16. Antranikian 3 reporta un 
comportamiento muy similar para pullulanasa, a  amilasa y a  glucosidasa de 
Clostridium. 
 Esta dispersión dentro de un mismo estado estacionario se encontró durante casi todo 
el estudio en cultivo continuo y casi todas las limitaciones estudiadas. Más adelante se 
ahonda en este detalle. 
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Figura 3.6: Actividad enzimática en función de la velocidad 
de dilución en un cultivo continuo en estado estacionario. 
Alimentación: MR (limitado en carbono) Diferentes 
símbolos indican cultivos diferentes 
 Como puede observarse, la actividad medida de la enzima disminuye a valores altos 
de velocidad de dilución pero esto se debe a una disminución en la biomasa debido a la 
proximidad del D crítico (aproximadamente 0.4 h-1). 
 A valores de D altos pero menores que µmax se obtienen sistemáticamente valores de 
actividad enzimática mayores que en batch. Este resultado es bastante general ya que 
fue observado para enzimas y especies tan diferentes como pullulanasa y a -amilasa de 
Clostridium 3, celulasa de Trichoderma reesei 5, proteasa ácida de Humicola lutea 1 y b  
(1-3) glucanasa de Oerskovia xanthineolytica 2 
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 Si en lugar de representar actividad enzimática en función de D se grafica la 
velocidad específica de síntesis de la enzima se ve que se incrementa continuamente 
hasta estabilizarse a valores cercanos a µmax. Se define la velocidad especifica neta de 
síntesis de enzima qE como: 
           .
E
E
X
A D Uq g hX
´ é ù= ê úë û
 
 
donde AE es la actividad de PGasa en U . L-1.  
 En la figura 4.6 se ve el comportamiento de qE en función de D. Resulta claro que la 
velocidad de síntesis de la enzima se incrementa con D ya que el qE se incrementa de 
menos de 10 a más de 3500 U . g-1 . h-1. 
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Figura 4.6: Velocidad específica de síntesis de PGasa en 
función de la velocidad de dilución. Los resultados 
provienen de diferentes cultivos continuos, todos 
realizados con el MR. 
 Si se comparan estos valores con los obtenidos en cultivos batch con el mismo medio 
se observa una mayor producción de enzima en cultivo continuo. Si se toma un valor de 
µmax de 0.45 h-1, una biomasa final de 2.4 g . L-1 y una actividad enzimática promedio 
para de 12 U . mL-1 se obtiene un valor de qE = 2300 U . g-1 . h-1. 
6.3.2 Efecto pH. 
 Por una cuestión de comodidad, debido a la velocidad de recambio de medio de 
cultivo, para experiencias posteriores se escogió una velocidad de dilución de 0,2 h-1. 
 Una vez estudiado el efecto de D sobre la expresión de PGasa se estudió el efecto del 
pH sobre la expresión de la enzima. Para tal fin el cultivo se alimenta con MR a pH 5 y 
se controla el valor de pH del cultivo en forma automática con el agregado de H2SO4 o 
NaOH respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.6. 
 Luego de cada cambio de condición se tomaron muestras a los 5, 10 y 15 tiempos de 
retención (aproximadamente 20, 40 y 60 horas) siempre y cuando no se observaran 
cambios en las condiciones macroscópicas del cultivo.  
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Figura 5.6: Efecto del pH sobre la expresión de PGasa SE. 
En cultivo limitado en FCE . 
 Se observa que la expresión de la enzima no se ve mayormente afectada por el efecto 
del pH mientras ésta no pase por encima de 5. A pH mayores que 5, la actividad se ve 
fuertemente disminuida. La disminución de la actividad por encima de pH 5 puede 
deberse en parte a la desnaturalización de la enzima por efecto del pH pero, ya que el 
los estudios en batch este efecto ocurrió recién sobre pH 7, no parece que sea la única 
causa. 
 Sin ser muy marcado, se observa un ligero incremento de la actividad PGasa cuando 
el pH disminuye (efecto ya observado en batch). Esta disminución en la actividad 
enzimática con el aumento del pH fue reportado por Antranikian 3 para a  amilasa de 
Clostridium aunque en este caso el rango de pH optimo es mucho más estrecho y la 
actividad disminuye cuando baja de 5.5. 
 Dado que no hubo mayores diferencias en los valores de actividad a pH menores que 
5 para estudios posteriores se eligió este valor de pH a fin de variar lo menos posible las 
condiciones de cultivo con respecto al MR. 
 
6.3.3 Efecto del cambio en la fuente de carbono y energía. 
 Manteniendo el valor de D en 0,2 h-1 y el pH del medio de cultivo en 5, se procedió a 
estudiar el efecto de la naturaleza de la fuente de carbono. Para tal fin la glucosa del 
medio testigo (MR) fue remplazada por cantidades equivalentes (en cmoles) de 
diferentes FCE. Los cultivos se mantuvieron siempre limitados en FCE. Los resultados 
se muestran en la figura 6.6.  
 La naturaleza de la FCE influye fuertemente sobre la actividad enzimática. Los 
resultados encontrados son coherentes con los hallados en cultivos en batch en los que 
la actividad enzimática es mayor con glucosa, xilosa y fructosa que con galactosa y 
glicerol. En la misma figura se observa que el primer estado estacionario con el MR da 
una actividad enzimática mucho mayor que el segundo, ocurrido 60 tiempos de 
retención (300 horas) más tarde. Este comportamiento se discute más adelante (Fig.9.6).  
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Figura 6.6: Efecto de la naturaleza de la FCE sobre la 
expresión de PGasa (en cultivo limitado en FCE). 
 
6.3.4 Efecto del ácido galacturónico. 
 Dado que los cultivos en batch utilizando ácido galacturónico como FCE habían 
dado como resultado una posible inhibición de la síntesis, ya que el G. klebahnii creció 
sin inconveniente pero no produjo enzima, se investigó su efecto sobre la síntesis de 
enzima. 
 En este caso se utilizó un protocolo diferente al usado con las demás FCE. Para 
determinar si el GALA ejerce alguna acción sobre la expresión de PGasa se utilizó el 
método de pulsos. 
 El método de pulsos permite observar los efectos de un determinado componente 
sobre alguna variable del cultivo. Consiste en la inyección en un tiempo corto de dicho 
compuesto sobre el cultivo en estado estacionario hasta alcanzar una concentración 
deseada (en teoría se debe conseguir un aumento instantáneo de la concentración). La 
presencia o el incremento en la concentración del compuesto en el medio de cultivo 
genera, o no, un efecto en el cultivo que puede ser medido a cortos plazos. El efecto 
provocado es transitorio y una vez eliminado por dilución la sustancia problema, el 
sistema retorna al estado estacionario original. 
 Se realizó un pulso de GALA en un cultivo en estado estacionario limitado en 
glucosa y se tomaron muestras durante las 12 horas siguientes para medir actividad 
enzimática y peso seco. El pulso se realizo en un volumen y concentración tal que 
quedara 1 g/L en el medio de cultivo a tiempo cero. 
 Los resultados (Fig 7.6) confirman el hecho de que existe inhibición ya que la 
biomasa se incrementa ligeramente debido al incremento del sustrato y la enzima 
disminuye notablemente poco tiempo después del pulso recuperando la actividad 
aproximadamente en tres tiempos de retención.  
 Dado que en el estado estacionario sobre el que realizó el pulso las condiciones del 
cultivo eran las apropiadas para la expresión de PGasa se ve que el GALA ejerce una 
inhibición a nivel de la síntesis de enzima.  
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Figura 7.6: Efecto de un pulso de GALA sobre la actividad 
enzimática   y peso seco n (medio MR). 
 
6.3.5 Efecto del pool de vitaminas y de la concentración de K2HPO4. 
 
 Para estudiar el efecto de la concentración de vitaminas y fosfato sobre la expresión 
enzimática se realizaron sendos cultivos limitados en estos componentes. Para ello se 
preparó el medio de cultivo MR pero con las vitaminas diluidas 1:100 en un caso y el 
K2HPO4 diluido 1:25 en el otro. El cultivo comenzó limitado en glucosa a una velocidad 
de dilución de 0.2 h-1 y luego de transcurridos aproximadamente 30 tiempos de 
retención (160 h) el medio de cultivo se cambió de alimentación por el limitado en 
fosfato. Luego de tres días en los que se muestreó a diario, se cambiaron nuevamente las 
condiciones a limitado en vitaminas. 
 La tabla I.6 muestra los resultados obtenidos tanto en cuanto a la cantidad de enzima 
producida como algunos parámetros. 
 
Limitación Biomasa 
g . L-1 
Glucosa remanente 
g . L-1 
Act. PGasa 
U . mL-1 
qE 
U . gx
-1.h-1 
Balance 
de C * 
Glucosa 2.85 0.002 21.45 1505 1.07 
Vitaminas 1.0 2.8 1.57 314 1.06 
Fósforo 1.1 2.8 14.43 2623 1.04 
*Considerando biomasa y CO2  
Tabla I.6: Actividad recuperada de cultivos continuos con 
diferentes limitaciones. 
 
 La limitación por un nutriente diferente a la FCE puede verificarse del dato de 
glucosa remanente en el medio de cultivo. Tal como se demostró en el capítulo 3, G. 
klebahnii no posee en estas condiciones de cultivo metabolismo de sobreflujo y cuando 
se limita en un nutriente distinto de la FCE, consume solamente lo necesario sin generar 
ningún tipo de producto carbonado. La limitación por fósforo rinde la mayor velocidad 
específica de síntesis de enzima.  
 A pesar de que las diferencias entre una limitación y otra son muy grandes, los datos 
deben ser relativizados ya que, como se verá en el apartado siguiente, la actividad 
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enzimática oscila a lo largo del tiempo en un mismo estado estacionario. De todas 
maneras, las diferencias son lo suficientemente importantes como para creer que hay 
una variación real debida a los cambios en el medio de cultivo. 
 
6.3.7 Comportamiento de la expresión de enzima en función del 
tiempo de retención. 
 
  Un comportamiento curioso se observa en la expresión de PGasa de G. klebahnii 
cuando el cultivo es mantenido en un mismo estado estacionario y se analiza su 
evolución en función del tiempo. A pesar de que los parámetros cinéticos del cultivo 
(qO2, qS, qCO2, etc) se mantienen constantes indicando que el cultivo efectivamente se 
encuentra en estado estacionario, la actividad enzimática oscila en forma aleatoria.  
 En cultivos limitados en glucosa mantenidos a un D de 0.2 h-1 durante 100 tiempos 
de retención ( tR ) la actividad enzimática varió entre 55 y 10 U . mL-1. Cuando el D se 
mantuvo en 0.4 h-1 durante 300 tR, la actividad osciló entre 10 y 4 U . mL-1. Este 
comportamiento se muestra en la figuras 8.6 y 9.6. En ambos cultivos el medio de 
alimentación fue MR. 
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Figura 8.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en FCE (glucosa) a D = 0.2 h-1. 
 Este comportamiento está en contra del concepto de estado estacionario, más aun si 
se tiene en cuenta que el cultivo estuvo siempre limitado en glucosa y la biomasa, el O2 
disuelto y la velocidad de dilución se mantuvieron constantes durante las 500 horas de 
cultivo. Pedersen y Nielsen 11 reportan un comportamiento similar en un trabajo sobre la 
influencia de la fuente de nitrógeno sobre la expresión de una a -amilasa por Aspergillus 
oryzae. En este trabajo realizan los cultivos con glucosa como sustrato limitante. Al 
igual que en el caso de la PGasa de G. klebahnii la enzima no es necesaria para el 
crecimiento en estas condiciones lo que puede resultar en una regulación menos estricta 
de su expresión. Otra explicación a este extraño comportamiento (posiblemente más 
acertada) se indica más adelante en relación a la concentración de los microelementos. 
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Figura 9.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en FCE (glucosa) a D = 0.4 h-1. 
 El mismo comportamiento se encontró bajo diferentes limitaciones y condiciones de 
crecimiento. En las figuras 10.6 a 13.6 se observa el perfil de actividad PGasa en 
función del número de tiempos de retención de cultivos continuos limitados en 
nitrógeno, glicerol, galactosa y fosfato respectivamente.  
 Puede observarse que el comportamiento es bastante general aunque cuando el 
cultivo estuvo limitado en fósforo la variación fue ligeramente inferior.  
 Además se observa que la naturaleza de la fuente de carbono influye sobre el nivel 
medio de la actividad enzimática, tal como se había observado en cultivos batch la 
galactosa es un sustrato pobre para la producción de enzima.  
 Cuando el cultivo se limita en fuente de nitrógeno la expresión de PGasa es mínima 
(Fig. 10.6). 
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Figura 10.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en fuente de nitrógeno a D = 0.2 h -1. 
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 Durante este cultivo la biomasa en estado estacionario se mantuvo alrededor 1.19 ±  
0.06 g/L, la glucosa remanente fue de 2.83 ±  0.09 g/L y el balance de carbono 
considerando biomasa y CO2 como únicos productos carbonados resulto igual a 1.04. 
Tal como había ocurrido en los cultivos batch con la misma limitación, la actividad 
enzimática se vio mucho más deprimida (más del 90%) que la formación de biomasa 
(aproximadamente un 60%). Al no ser la PGasa una enzima necesaria para el 
crecimiento, es lógico que el microorganismo sacrifique su síntesis al verse privado de 
nitrógeno. 
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Figura 11.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en FCE (glicerol) a D = 0.2 h-1. 
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Figura 12.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en FCE (galactosa) a D = 0.2 h -1. 
 En las figuras 11.6 y 12.6 se muestra la actividad de PGasa en función del tR con 
glicerol o galactosa como fuente de carbono y energía respectivamente. Puede 
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observarse que el efecto de la oscilación es muy grande en cualquiera de las dos 
limitaciones aunque la tendencia es a encontrar valores de actividad más altos con la 
limitación por glicerol que por galactosa. Los valores de biomasa en ambos cultivos 
fueron altos, 3.04 ±  0.07 g . L-1 y 2.78 ±  0.11 g . L-1 respectivamente, lo que indica que 
los rendimientos en biomasa son elevados con estas dos FCE.  
 El cultivo limitado en galactosa tiene una producción de PGasa similar a la 
encontrada en batch pero no ocurre lo mismo con el cultivo limitado en glicerol, en 
batch se obtuvo un actividad más baja que la obtenida con el MR. Quizás la expresión 
de PGasa con glicerol como FCE requiera de un tiempo mayor y la duración del batch 
no permita que se exprese en todo su potencial. 
 Cuando la limitación del cultivo continuo no fue en la FCE sino en fosfato, el 
comportamiento encontrado fue ligeramente distinto (Fig.13.6). 
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Figura 13.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en fósforo a D = 0.2 h-1. 
 
 La biomasa en este caso se vio muy disminuida, la media durante el cultivo fue de 
0.85 ±  0.05 g/L y la glucosa se mantuvo en 2.76 ± 0.09 g/L. Como puede verse en este 
caso la actividad enzimática se mantiene en valores bastante altos teniendo en cuenta la 
biomasa obtenida, tal como se indica en la tabla I.6, la velocidad específica de 
formación e PGasa es la más alta, casi el doble de la encontrada para la limitación en 
FCE. Llama la atención en este cultivo la falta casi total de oscilación de la actividad en 
función del número de tiempos de retención. Hasta el presente no se ha encontrado una 
explicación para este comportamiento. 
 
6.3.8 Efecto de los microelementos sobre la expresión enzimática. 
 
 Una vez estudiado el efecto de los microelementos en batch y teniendo en cuenta el 
efecto nocivo que ejercen sobre la expresión de PGasa en la concentración utilizada en 
el MR, se estudio el efecto causado por ellos en cultivo continuo.  
 Para tal fin se utilizó, en primera instancia, el medio de cultivo con la dilución de 
microelementos 1:85 MRD. Cuando se realizo un cultivo a largos tiempos de retención 
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con este medio de cultivo se observó (Fig. 14.6) que la actividad, además de ser en 
promedio más alta, se mantuvo constante durante todo el cultivo. 
 Teniendo en cuenta se realizó a un D = 0.1 h-1 , la actividad recuperada es mucho 
más alta que  con MR.  
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Figura 14.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G. 
klebahnii limitado en FCE (glucosa) a D = 0.1 h-1. 
Cultivo realizado con MRD. 
 
 Según se ve en la figura 1.6, la actividad enzimática encontrada a este valor de D 
para el MR es de aproximadamente 5 U . mL-1. Los valores de velocidad específica de 
síntesis de enzima (qE) para este cultivo son de 1800 ± 240 U . g-1 . h-1. Estos valores 
son enormemente mayores que los aproximadamente 100 que se obtienen en MR (Fig. 
2).  
 El cultivo debió realizarse a una velocidad de dilución más baja de lo utilizado para 
el resto de los cultivos ya que el µmax de G. klebahnii se ve alterado por la disminución 
de los microelementos y a un D = 0.2 h-1 el cultivo tiende a lavarse y es muy difícil 
obtener un estado estacionario estable.  
 Este resultado aporta quizás la explicación más razonable a la oscilación de la 
actividad enzimática durante el estado estacionario en las otras condiciones. De 
cualquier manera no fue comprobada experimentalmente por lo que es sólo una 
suposición razonable. 
 Es normal que los microorganismos acumulen microelementos durante el 
crecimiento 14. G. klebahnii creciendo en cultivo continuo y en todas las condiciones 
estudiadas se adhiere a las paredes del reactor. No se ha comprobado 
experimentalmente pero es posible que durante el cultivo parte de los microorganismos 
que estuvieron pegados a las paredes (probablemente muertos debido a la falta de medio 
por largo tiempo) caigan al medio de cultivo y se lisen, incrementando en forma 
transitoria la concentración de microelementos en el medio de cultivo. Este incremento 
puede resultar en una disminución transitoria de la expresión enzimática. Tal como se 
vio en la figura 10.5 un incremento de algunos de los componentes del pool de 
microelementos (especialmente Fe, Mn y Zn) hace que la concentración de enzima en el 
medio varíe. Estos cambios son tan pequeños que no llegan a alterar el estado 
estacionario en cuanto a las otras variables.  
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 Cuando la concentración de microelementos se disminuye hasta 1:85 en el medio de 
cultivo, los posibles incrementos transitorios en la concentración de los mismos no 
alcanzan a modificar la expresión de la enzima y por ello, por más que existan los 
cambios en la concentración de microelementos, no se traducen en un cambio muy 
grande en la concentración de enzima.  
 Estas oscilaciones no serían, en principio, más que un artefacto experimental  debido 
al sistema de cultivo. 
6.3.9 Cambios morfológicos durante el estado estacionario 
 
 Previo al hallazgo del efecto de los microelementos sobre la estabilidad en la 
expresión de PGasa, buscando una causa para las oscilaciones durante los distintos 
estados estacionarios, se encontró un comportamiento muy singular en la morfología de 
G. klebahnii durante el estado estacionario. 
 Tal como se comentó en la introducción, G. klebahnii es un hongo pleomórfico 
que puede crecer, bien como micelio poco ramificado o bien como células libres. 
Dentro de un mismo estado estacionario se encontró que la forma de crecimiento 
cambia en los primeros momentos del cultivo y luego se estabiliza en una proporción 
artrosporas / micelio que depende de la limitación a la que esté sometido el cultivo.  
 La forma preponderante en una determinada condición de crecimiento y las razones 
por las cuales un microorganismo toma una forma u otra presentan cierta confusión en 
la literatura 10. Según O’Shea esta confusión se aclara si se separa a los 
microorganismos pleomórficos en dos grandes grupos: hongos levaduriformes (al que 
pertenece G. klebahnii) y levaduras. 
 Los hongos levaduriformes poseen una forma principal miceliar pero puede cambiar 
a una forma celular (levaduras) cuando el cultivo es sometido a condiciones de stress. 
Pueden ser a su vez divididos en patógeno y no patógenos. Los patógenos cambian de 
su forma miceliar (saprofítica) a la levaduriforme (patogénica) por un cambio de 
temperatura de 30°C a 37°C. A este grupo pertenecen, por ejemplo Blastomyces 
dermatitidis, B. brasiliensis, Histoplama capsulatum, Sporotrichum schenckii y 
Coccidioides immitis 6. 
 A los no patogénicos corresponde por ejemplo, Aureobasidium pullulans. Reeslev y 
Jensen 13 han demostrado que el cambio de miceliar a levaduriforme ocurre por una 
limitación en Zn y Fe. 
 Las levaduras dimórficas presentan un comportamiento opuesto. Poseen 
naturalmente una forma celular y pueden cambiar a una forma pseudomiceliar cuando 
se ven sometidas a stress. Levaduras que presenten este tipo de comportamiento son 
Sacharomyces cerevisiae 7, Hansenula anómola 15, Sacharomycopsis fibulgera 9 y 
Kluyveromyces marxianus 10. Los factores que pueden alterar la morfología en estos 
casos puede ser una limitación por O2, una disminución de la velocidad de crecimiento, 
etc. 
 Aún en el crecimiento de hongos filamentosos han sido reportados tales cambios 
morfológicos. Carlsen y col 4 encontraron que Aspergillus oryzae creciendo en un 
medio definido con glucosa como FCE cambia su forma de crecimiento de miceliar a 
micropellets según sea el pH del cultivo. A pH de 3.0 o 3.5 el hongo crece como 
micelios libres, entre 4.0 y 5.0, crece como una mezcla de hifas y pellets y a pH 6 o 
mayores crece solamente como pellets. 
 El estudio sobre los cambios morfológicos en G. klebahnii en cultivo continuo se 
realizó según el procedimiento indicado en materiales y métodos tal como se indica en 
el esquema. El batch previo al inicio de cada cultivo continuo se realizó con el medio de 
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cultivo utilizado posteriormente en la alimentación de modo que los primeros tiempos 
de retención pueden estar influenciados por la morfología de la fase exponencial tardía 
del cultivo batch. Los pesos secos de artrosporas o (forma levaduriforme o FL), micelio 
(forma miceliar o FM) y biomasa total (X) se midieron en forma independiente. 
 Se estudiaron los cambios morfológicos en función del número de tiempos de 
retención bajo varias limitaciones: glucosa, nitrógeno, glicerol, galactosa y fósforo. Los 
resultados se muestran en las figuras 15.6 a 19.6. En todos los cultivos se mantuvo 
constante la velocidad de dilución en un valor de 0.2 h-1.  
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Figura 15.6: perfil de tamaño celular en un cultivo continuo 
limitado en glucosa.   FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
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Figura 16.6: perfil de tamaño celular en un cultivo continuo 
limitado en nitrógeno.   FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
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Figura 17.6: perfil de tamaño celular en un cultivo continuo 
limitado en glicerol.   FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
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Figura 18.6: perfil de tamaño celular en un cultivo continuo 
limitado en galactosa.   FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
 Se observa claramente que la morfología celular cambia en el tiempo al comienzo del 
cultivo y que en todos los casos se estabiliza en una proporción FM/FL determinada que 
depende de la limitación. A excepción de la limitación por nitrógeno, la forma 
predominante fue siempre la miceliar.  
 La relación FM/FL disminuye según el orden glicerol, galactosa, glucosa, fosfatos y 
finalmente nitrógeno, limitación en la cual la relación se invierte. 
 Curiosamente el cultivo limitado en glicerol, aparte de estabilizarse en una población 
casi 100 % miceliar, comenzó el cultivo con estas formas celulares a diferencia de todas 
las demás que lo hicieron como FL. 
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Figura 19.6: perfil de tamaño celular en un cultivo continuo 
limitado en fosfato.   FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
 Es también muy llamativo el resultado encontrado en el cultivo limitado en fosfato 
(Fig. 19.6). A pesar de terminar con una población que es mayoritariamente miceliar, la 
relación FM / FL es la más baja (si se exceptúa el cultivo limitado en nitrógeno).  
 Este dato y el de la limitación por nitrógeno coinciden con la clasificación dada por 
O’Shea 10 en la que los hongos levaduriformes poseen morfología miceliar cuando 
crecen en condiciones óptimas y toman la forma de levadura cuando son sometidas a 
algún tipo de stress. En los tres cultivos limitados en FCE se observó que la población 
preponderante fue la FM. Al limitarse en fosfato desciende la biomasa total a expensas 
en parte a un descenso del rendimiento celular (Tabla IV.4) y dentro de esta 
disminución queda una proporción un poco mayor de FL (aunque aun hay mayoría de 
FM) y al limitarse en nitrógeno directamente se invierte la relación y las FL 
comprenden una mayoría casi absoluta. 
 Vale aclarar que durante esta evolución de la formas de crecimiento no se encontró 
ninguna relación con los cambios en la actividad enzimática bajo ninguna de las 
limitaciones analizadas. Posiblemente ocurra debido a que las FL son fisiológicamente 
iguales al las FM y sólo cambien las proporciones como una forma de incrementar la 
superficie de absorción de nutrientes. 
 Si las células pertenecientes a un cultivo limitado en glucosa son separadas en 
asepsia y se utilizan las fracciones (micelio y artrosporas) para sembrar sendos cultivos 
batch en MR se observa que el cultivo sembrado con micelio se fragmenta en 
artrosporas antes de comenzar el crecimiento exponencial (fig. 20B). Se indica el peso 
seco total así como la fracción en peso de micelio (FM). Puede verse claramente que en 
el cultivo sembrado con formas levaduriformes (Fig 20 A) el incremento de la 
proporción de células miceliares acompaña al crecimiento de la biomasa total pero que 
en el cultivo sembrado con micelio (B), éste debe primero fragmentarse en artrosporas 
para que el G. klebahnii pueda empezar a crecer pero que una vez comenzado el 
crecimiento, el comportamiento es similar a otro cultivo. 
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Figura 20.6: Curvas de crecimiento en batch (MR) de G. 
klebahnii a partir de células separadas por tamaño. A, 
cultivo sembrado con FL. B, cultivo sembrado con FM.   
FL, q  FM, ¢  peso seco total. 
 Evidentemente, cuando G. klebahnii debe crecer en forma acelerada primero se 
fracciona y aumenta el número de microorganismos por unidad de masa seca bien para 
aumentar la superficie de contacto con el medio y posibilitar un mayor flujo de 
nutrientes hacia la biomasa, bien para aumentar el número de sitios de crecimiento. 
Como este tipo de microorganismos crece sólo a través de sus extremos, a igualdad de 
cantidad de biomasa total, más células pequeñas presentan un mayor numero de sitios 
de crecimiento que menos células de mayor tamaño. Los hongos filamentosos aumentan 
el número de sitios de crecimiento a expensas de aumentar las ramificaciones pero no es 
el caso de G. klebahnii ya que éste nunca supera el límite de una ramificación corta por 
hifa.  
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 Conclusiones 
 
 En esta sección se resumen las conclusiones generales que surgen de cada uno de los 
capítulos precedentes 
Capítulo 2 - Técnica de PPasa 
 
1. Como es común en las reacciones heterogéneas, la actividad enzimática es más 
dependiente del área del sustrato expuesta a la enzima que de la cantidad total de 
sustrato. Por esta razón en de suma importancia la homogeneidad del tamaño de 
partícula utilizado. 
2. PPasa se adsorbe completamente sobre la protopectina antes de actuar.  
3. La técnica es confiable para determinación de muestras de cultivo sin purificar y 
permite, modificando el tiempo de reacción, realizar analizar muestras con 
actividades comprendidas dentro de un ancho margen. 
4. La técnica es muy engorrosa y su uso se hace poco recomendable cuando la 
cantidad de muestras es grande. 
5. La falta de un sustrato comercial y el hecho de que la actividad enzimática 
dependa del origen de la protopectina utilizada, debido a los cambios en el grado 
de esterificación que posee, obliga a la estandarización de la misma cada vez que 
se prepara una nueva tanda de sustrato. 
 
Capítulo 3 - Técnica de PGasa. 
 
 
 La técnica reportada es simple y permite determinar la actividad en muestras 
crudas siempre y cuando no contengan alta concentración de azucares reductores.  
 
Propiedades de la enzima 
 
1. La enzima no es inhibida por los productos de la reacción. 
2. La enzima es muy sensible a la agitación 
3. La enzima es inestable cuando se encuentra diluida en buffer a temperatura 
ambiente.  
4. Es estable cuando se encuentra en el medio de cultivo. 
5. El Mg2+ ejerce un efecto activador sobre  la actividad enzimática mientras que el 
Ca2+ actúa como un potente inhibidor. 
6. La enzima posee un valor de KM aparente de 0.189 ± 0.013 g . L-1. Este valor 
concuerda con el de otras PGasas de levaduras. 
7. La enzima es fuertemente adsorbida sobre materiales poliméricos, observándose 
perdida de actividad si las muestras son guardas en tubos eppendorf y 
desaparición completa si se filtra por membranas de acetato de celulosa.  
 
 
Capítulo 4 - Estudio del crecimiento de G. klebahnii  
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1. G. klebahnii crece en medios sintéticos con monosacáridos, glicerol, ácido 
láctico y galacturónico como fuente de carbono y energía (FCE) y con urea y 
amonio como fuente de nitrógeno (FN). No puede utilizar disacáridos ni pectinas 
como FCE ni nitrato como FN. 
2. La capacidad de utilizar urea como FN es sorpresiva ya que G. klebahnii está 
reportado como ureasa negativo. 
3. G. klebahnii no presenta metabolismo de sobreflujo, sólo si se limita el cultivo 
en O2 se observa producción de etanol, el cual es consumido cuando se agota la 
fuente de carbono. 
4. La limitación por O2 produce profundos cambios en el metabolismo energético. 
El más notorio es el incremento en un factor de 10 del consumo de substrato 
para la obtención de energía así como la disminución de los flujos a través de la 
cadena de citocromos. Estos resultados son coherentes con un cambio de 
metabolismo completamente respiratorio a uno mixto, respiratorio y 
fermentativo. 
5. La cinética de crecimiento en medio sintético con glucosa (limitante) como 
fuente de carbono puede describirse correctamente mediante un modelado 
simple con las ecuaciones de Monod y Pirt. Los parámetros de crecimiento son: 
µmax = 0.401 h-1 , KS = 3.33 . 10-4 cmol . L-1, 0.686 cmol . cmol-1 y 0.0268 cmol . 
cmol-1 . h-1. El valor elevado del rendimiento indica  una alta eficiencia en el 
aprovechamiento de la fuente de carbono. 
6. Si el cultivo se limita en vitaminas o en fósforo, la eficiencia del crecimiento 
disminuye. La causa sería una menor eficiencia en la obtención de ATP a nivel 
de la fosforilación oxidativa. 
 
 
Capítulo 5 - Expresión de PGasa en cultivos batch  
 
1. La enzima no presenta isoenzimas cuantitativamente importantes y la actividad 
se debe a una única proteína. 
2. G. klebahnii no produce ninguna otra proteína extracelular. 
3. La enzima se expresa durante toda la fase de crecimiento obteniéndose el 
máximo de actividad inmediatamente después de finalizada la fase exponencial. 
4. Modificaciones en la naturaleza de la FCE así como en la FN, aún con la 
utilización de fuentes de nitrógeno complejas, no generan grandes cambios en la 
cantidad de enzima producida.  
5. La modificación de la composición del pool de microelementos es el efector más 
importante, generando un aumento de 1600 % en la cantidad de enzima 
producida con respecto al MR. 
 
Capítulo 6 - Expresión de PGasa en cultivo continuo  
 
1. A una velocidad de crecimiento intermedia (0.2 h-1) o superior, la concentración 
de enzima en el estado estacionario es mayor que la obtenida en batch para igual 
medio de cultivo. 
2. La velocidad específica de producción de enzima (qE) aumenta constantemente 
con el aumento de D. 
CONCLUSIONES 
 148  
3. G. klebahnii cambia de forma de levaduriforme a miceliar con el transcurso del 
tiempo hasta estabilizarse en una proporción de poblaciones característica para 
cada limitación 
4. La concentración de PGasa en estado estacionario oscila en función del tiempo 
sin ninguna razón aparente. 
5. La causa más probable de esta oscilación es que se trate de un artefacto debido a 
una modificación transitoria en la concentración de metales. 
 
